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Decreased signalling of insulin and Igf1 increases longevity across animal evolution, 
including mammals. The effects of insulin/Igf1 on aging are intracellularly mediated 
by the PI3K/Akt/Foxo pathway in worms and flies. Here, we have extended this 
paradigm to mammals by directly attenuating PI3K signalling in mice through 
moderate overexpression of the tumour suppressor Pten under its own transcriptional 
regulatory elements. Ptentg mice have lower levels of PI3K signalling, are protected 
from cancer, and present a significant extension of lifespan that is independent of their 
lower cancer incidence. Interestingly, Ptentg mice show an elevated rate of energy 
expenditure, which is accompanied by decreased adiposity and protection from high-
fat diet-induced liver damage. Accounting for the elevated energy expenditure, we 
found that brown and white adipose tissues from Ptentg mice express high levels of the 
uncoupling protein Ucp1 and its transcriptional activator Pgc1α, and the relative 
uptake of glucose by brown adipose tissue (BAT) is constitutively increased. Also, the 
BAT of Ptentg mice contains lower levels of phosphorylated Akt, which is a negative 
regulator of both Pgc1α and its critical partner Foxo1. In support of this, a synthetic 
PI3K inhibitor elevates the expression of Pgc1α and Ucp1 in vitro differentiated brown 
adipocytes, as well as, in the BAT of adult mice. Finally, Ptentg fibroblasts programmed 
in vitro with Prdm16 and C/Ebpβ, master factors for brown adipocyte differentiation, 
formed ectopic subcutaneous brown adipose pads more efficiently than similarly 
programmed non transgenic fibroblasts, altogether indicating that the effects of Pten 
on brown adipocytes are cell autonomous. These observations extend to mammals the 
evolutionary conserved modulation of organism survival by the PI3K pathway and 
uncover a role of Pten in promoting energy expenditure by brown adipocytes, thus 
decreasing the caloric input to the rest of the organism and its associated damage. . In 
an attempt to translate these results to a pathological setting, we have tested the ability 
of synthetic PI3K inhibitors (PI3Kis) to decrease adiposity in obese mice. Importantly, 
diet-induced obese mice treated for two weeks with (PI3Kis) showed the appearance of 
brown adipocytes within the white adipose tissue, a significant decrease in adiposity, 
reduction of liver steatosis, and, finally, a significant decrease in body weight. These 
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Abreviaturas 
 
• 3MC: 3-metil-colantreno  
• 4EBP1: eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1 
• aa: aminoácido 
• ADN: ácido desoxirribonucleico 
• ADNc: ácido desoxirribonucleico copia 
• AKT: thymoma viral proto-oncogene 1 
• ARN: ácido ribonucleico 
• AUC: Area under curve, área bajo la curva 
• BAC: Bacterial artificial chromosome; cromosoma artificial bacteriano 
• BAD: BCL2-associated agonist of cell death 
• BAT: Brown adipose tissue; tejido adiposo marrón 
• cAMP: adenosín monofosfato cíclico 
• CNIO: Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas 
• CR: Calorie restriction; restricción calórica 
• DMEM: Dulbecco´s modified Eagle´s medium 
• DS: desviación estándar 
• eEF2: eukaryotic translation elongation factor 2 
• eIF4B: eukaryotic translation initiation factor 4B 
• eIF4E: eukaryotic translation initiation factor 4E 
• FADH: flavinina adenina dinucleótido 
• FKBP12: FK506 binding protein 12 
• FOXO: forkhead box O 
• G6Pc: glucose-6-phosphatase, catalytic 
• GTT: Glucose Tolerance Test; test de tolerancia a la glucosa 
• GSK3: glycogen synthase kinase 3 
• H&E: Hematoxilina/Eosina 
• IGF1: insulin-like growth factor 1 
• IHQ: Inmunohistoquímica 
• ITT: Insulin Tolerance Test; test de tolerancia a la insulina 
• IIB: Instituto de Investigaciones Biomédicas 
• IRS1: insulin receptor substrate 1 
• Kb: kilobase 
• KO: Knock-out 
• MEFs: mouse embryo fibroblasts; fibroblastos embrionarios de ratón 
• MDM2: Mdm2 p53 binding protein homolog 
• mTORC1/2: mammalian target of rapamycin complex 1/2 
• NADH: nicotinamida adenina dinucleótido 
• PBS: phosphate buffer saline; tampón fosfato salino 
• PDCD4: programmed cell death 4 (neoplastic transformation inhibitor) 
• PCR: polymerase chain reaction; reacción en cadena de la polimerasa 
• PDK1: phosphoinositide-dependent kinase 1 
• PEPCK: phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 
• PGC1α: peroxisome proliferator activated receptor gamma coactivator 1 alpha 
• PHLPP: PH domain and leucine rich repeat protein phosphatase 
• PI3K: fostatidilinositol-3-quinasa 
• PIP2: fosfatidilinositol (4, 5)-difosfato. 
• PIP3: fosfatidil inositol (3, 4, 5)-trifosfato 
Abreviaturas 
8 
• PP2A: protein phosphatase 2A 
• PTEN: Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10 
• PRAS40: proline-rich AKT substrate of 40KDa 
• Rheb: Ras homolog enriched in brain 
• RIPA: radioimmunoprecipitation assay 
• S6K: ribosomal protein S6 kinase 
• Ser: Serina 
• Tg: transgén 
• Thr: treonina 
• TSC1/2: tuberous sclerosis 1/2 
• Trb3: pseudokinase tribble-3 
• u.a: unidades arbitrarias 
• WAT: white adipose tissue; tejido adiposo blanco 

















































1. El supresor de tumores PTEN 
 
PTEN (Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10) es uno de los genes 
supresores de tumores más frecuentemente mutados en cáncer humano. Se descubrió 
independientemente por dos grupos que encontraron un gen en el cromosoma 10q23 
que se perdía muy frecuentemente en cáncer y que presentaba mutaciones en cánceres 
humanos primarios (Li et al., 1997; Steck et al., 1997). La frecuencia de mutaciones 
monoalélicas en el locus donde se encuentra PTEN es del 50%-80% carcinomas de 
endometrio, glioblastomas y cáncer de próstata, y entre un 30%-50% en cáncer de 
pulmón, colon y mama. La pérdida completa de PTEN por deleción se observa muy 
frecuentemente en cáncer de endometrio y glioblastoma y se asocia generalmente con 
cánceres muy avanzados o incluso metástasis (Ali et al., 1999).  
 
La importancia de PTEN como supresor tumoral también se apoya en el estudio de 
mutaciones en la línea germinal en un grupo de síndromes autosómicos dominantes 
caracterizados por trastornos en el desarrollo, deficiencias neurológicas, desarrollo de 
hamartomas y mayor predisposición a desarrollar cáncer de mama, tiroides y 
endometrio. En conjunto estos síndromes se denominan PTEN hamartoma tumour 
syndromes (PHTS) que incluyen el síndrome de Cowden, la enfermedad de Lhermitte-
Duclos, el síndrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba y el síndrome de Proteus. Varios 
modelos animales que poseen deleciones en el gen PTEN demuestran un papel muy 
importante de PTEN como supresor tumoral en múltiples tipos de tumores (Di 
Cristofano et al., 1998; Podsypanina et al., 1999; Suzuki et al., 1998; Trotman et al., 2003; 
Wang et al., 2003). 
1.1. Estructura de PTEN  
PTEN (Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10) es una proteína de 
50KDa codificada por el gen PTEN, que en humanos, se localiza en el cromosoma 10 en 
la región q23 y en ratones se localiza en el cromosoma 19 en la región qC1, el cual tiene 
una extensión de 105 kb e incluye 9 exones.  
 
La proteína PTEN está formada por dos dominios clave que se requieren para su 
función como supresor tumoral (Figura 1): el dominio fosfatasa (desde el aminoácido 
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14 al 185) (Furnari et al., 1998) con un sitio activo entre los aminoácidos 123 y 130 (Lee 
et al., 1999) y el dominio C2 de unión a la membrana (desde el aminoácido 190 al 350) 
(Georgescu et al., 2000). También contiene una región carboxiterminal (C-terminal) 
(CTR) que contiene secuencias que contribuyen a su estabilidad y actividad (Georgescu 
et al., 1999). Además, posee un dominio PDZ que le permite interaccionar con otras 
proteínas (Adey et al., 2000) y también puede controlar la localización subcelular de 
PTEN, aunque la deleción de estos tres aminoácidos no afecta a la función supresora de 
tumores de PTEN (Georgescu et al., 1999). 
 













Figura 1. Estructura proteica de PTEN y sus modificaciones post-traduccionales.  
1.2. Regulación de PTEN 
Los genes supresores de tumores están sujetos a estrictos mecanismos de regulación 
que incluye marcas epigenéticas, modulación transcripcional y modificaciones post-
transcripcionales y post-traduccionales que rigen los niveles de proteína, su actividad, 
localización, proteínas de unión y su función. 
 
 1.2.1. Modulación transcripcional y post-transcripcional 
PTEN fue originariamente clonado como un gen regulado transcripcionalmente por 
TGFβ (Li et al., 1997). Desde su descubrimiento, se han encontrado muchos factores 
que regulan la  transcripción de PTEN incluyendo PPARγ (peroxisome proliferation-
activated receptor γ) (Patel et al., 2001) y EGR-1 (Virolle et al., 2001; Yu et al., 2009). Se ha 
encontrado además un elemento de unión al ADN para p53 en el promotor de PTEN 
(Stambolic et al., 2001). 
 
El control negativo de la transcripción de PTEN puede jugar un papel muy importante 
en cáncer. Estudios recientes han demostrado una relación entre la ruta de señalización 
oncogénica RAS-MAPK y la reducción de la transcripción de PTEN en líneas tumorales 
humanas. En concreto, en adenocarcinomas de páncreas se atribuye esta reducción de 
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la transcripción de PTEN a un mecanismo dependiente de TGFβ activado por Ras 
(Chow et al., 2007). En segundo lugar, se ha demostrado que la ruta de señalización 
RAS-RAF-MEK-ERK regula negativamente los niveles de PTEN a través de el factor de 
transcripción c-Jun (Hettinger et al., 2007). Además se ha visto que otras rutas de 
señalización de quinasas  como MEKK4 y JNK promueven la supervivencia celular y 
un bloqueo de la apoptosis al suprimir la transcripción de PTEN por la unión directa 
de NFκB al promotor de PTEN (Xia et al., 2007). Contrariamente, se ha visto que PTEN 
regula negativamente la ruta de señalización de JNK (Vivanco et al., 2007), lo que 
sugiere que rutas que son reguladas negativamente por PTEN también puedan regular 
la transcripción de PTEN estableciendo un lazo de retroalimentación (feedback loop). 
(Figura 2a) 
 
La transcripción de PTEN también está controlada por la ruta de señalización de 
NOTCH1. Se ha demostrado que la activación de la ruta de NOTCH1 reprime la 
transcripción de PTEN a través del factor CBF-1 (RBP-Jκ) (Whelan et al., 2007)y a través 
del factor de transcripción HES-1(Palomero et al., 2007), aunque este mismo laboratorio 
ha publicado que NOTCH1 induce la expresión de MYC (Palomero et al., 2006; Weng 
et al., 2006) y este a su vez induce la transcripción de PTEN. Esto demuestra que la 
regulación de PTEN por la ruta de señalización de NOTCH1 es compleja y 
multifactorial y depende del sistema que se estudie. (Figura 2a). 
 
Recientemente se ha descubierto regulaciones post-transcripcionales del ARN 
mensajero de PTEN que permiten en una menor o mayor medida la traducción de 
PTEN. Este es el caso de los microARNs, que son moléculas de ARN de cadena única 
de unos 22 nucleótidos de longitud que se unen a secuencias parcialmente 
complementarias generalmente presentes en la región 3’UTR del ARN mensajero del 
gen que regulan, inhibiendo su traducción. Se han descubierto varias familias de 
microARNs que regulan la traducción de PTEN: miR-21 (Meng et al., 2006; Meng et al., 
2007), miR-17 y miR-19 (Koralov et al., 2008; Lewis et al., 2003; Takakura et al., 2008; 
Xiao et al., 2008), miR-22, miR-25 y miR-302 (Poliseno et al., 2010a). Además se ha 
descubierto que el pseudogen de PTEN, PTENP1, actúa como señuelo de los 
microRNAs que inhiben a PTEN y por lo tanto PTENP1 favorece la traducción de 









Figura 2. Regulación transcripcional y post-transcripcional de PTEN 
 
 1.2.2. Modificaciones post-traduccionales 
La estabilidad de la proteína PTEN se regula por su interacción con otras proteínas y 
esta interacción viene mediada por sus modificaciones post-traduccionales. La 
fosforilación de PTEN en residuos específicos de su dominio C-terminal se ha asociado 
tanto a un aumento de su estabilidad (Georgescu et al., 1999; Torres and Pulido, 2001; 
Vazquez et al., 2000) como a una disminución de la misma (Maccario et al., 2007). 
Además la fosforilación de PTEN conlleva a una disminución de la actividad catalítica 
debido a cambios conformacionales que le impida unirse a la membrana plasmática. En 
total, se han descrito seis sitios de fosforilación en T366, S370, S380, T382, T383, S385 
implicadas en modular la función de PTEN, su distribución celular y su estabilidad. 
(Figura 1). Se ha propuesto que la fosforilación en los residuos S380, T382 y T383 
confiere a PTEN una conformación cerrada mientras que la no fosforilación abre la 
conformación proteica aumentando la actividad de PTEN, la interacción con otras 
ARNm de PTEN 
miR-17 
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proteínas lo que a su vez hace a PTEN más inestable y susceptible a degradación 
(Leslie and Downes, 2004; Vazquez et al., 2001). 
 
Otra de las modificaciones que regulan los niveles proteicos de PTEN es la 
ubiquitilación. PTEN se ubiquitila en la K13 y en la K289 (Trotman et al., 2007) y la 
enzima E3 ligasa que lleva a cabo la mono y poliubiquitilación de PTEN es NEDD4-1 
(Wang et al., 2007) (Figura 1). 
 
También se ha estudiado que modificaciones como la acetilación pueden afectar a la 
actividad de PTEN. Por ejemplo, la interacción de PTEN con la histona 
acetiltransferasa PCAF promueve su acetilación en K125 y K128, lo que regula 
negativamente la actividad catalítica de PTEN (Okumura et al., 2006). 
 
Así pues, la modulación de la actividad de PTEN por sus modificaciones post-
traduccionales representa un mecanismo de regulación de PTEN teóricamente 
explotable en aproximaciones terapéuticas. 
 
 1.2.3. Interacción con otras proteínas 
PTEN, mediante su región C-terminal puede interaccionar con múltiples proteínas 
como CK2 (casein kinase 2) y GSK3β (glycogen synthase kinase 3β) que median la 
fosforilación de PTEN (Al-Khouri et al., 2005; Miller et al., 2002; Torres and Pulido, 
2001); también interacciona con PICT1 la cual favorece su fosforilación y estabilidad 
(Okahara et al., 2004). Además mediante su dominio PDZ (aa 400-403) puede 
interaccionar con otras proteínas como NHERF (Na+ H+ exchanger regulatory factor) y 
MAGI-2 (membrane-associated guanylate kinase inverted 2) que sirve para reclutar a PTEN 
a la membrana plasmática (Takahashi et al., 2006; Vazquez et al., 2001; Vazquez et al., 
2000). Otros estudios han demostrado que PTEN se une a p53 lo que aumenta la 
estabilidad de p53 y aumenta su actividad transcripcional(Freeman et al., 2003; 
Trotman and Pandolfi, 2003).  
1.3. Funciones de PTEN 
Mutaciones somáticas y deleciones así como el silenciamiento transcripcional de PTEN 
debido a metilación de su promotor son comunes en muchos tipos de tumores. Esto 
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incluye los tumores asociados a los síndromes PHTS como tumores de mama, 
endometrio y tiroides pero también tumores en el sistema nervioso, próstata, pulmón, 
páncreas, hígado y glándula adrenal así como melanoma, leucemia y linfoma. Todo 
ello hace que PTEN sea considerado como uno de  los más importantes supresores de 
tumores junto con p53 y INK4a/ARF. En la siguiente tabla se resume las alteraciones 
de PTEN en distintos tipos de cáncer. 
 




Deleción de Pten 









<5% mutaciones, 40% 
LOH1, 50% metilación 
del promotor y 40% 
pérdida de expresión 
Sí Tumores Wnt-tg Erbb-tg 
(Li et al., 2002; Li 
et al., 2001; 
Schade et al., 
2009) 
Endometrio 35-50% mutaciones Sí SP Mlh1-/- 
(Beiner et al., 
2006; Risinger et 
al., 1997; Tashiro 
et al., 1997; Wang 
et al., 2002) 
Tiroides 
<10% deleción de los 
dos alelos, >50% 
metilación del promotor 
Sí Adenomas foliculares Thrb-tg 
(Alvarez-Nunez 
et al., 2006; Frisk 
et al., 2002; 
Guigon et al., 
2009; Halachmi 
et al., 1998) 
Próstata 
LOH frecuente y 




Tumores de inicio 






al., 2003; Cairns 
et al., 1997; Di 
Cristofano et al., 
2001; Fernandez-
Marcos et al., 
2009; King et al., 
2009; Wang et al., 




10% deleción en T-ALL 
y 27% mutaciones en T-
ALL 
Linfoma Linfoma SP 
(Gronbaek et al., 
1998; Gutierrez et 
al., 2009; Mao et 
al., 2003; Sakai et 
al., 1998; Suzuki 
et al., 1998) 
Glioma 






anormalidades en el 
cerebelo 
H-Ras mutado, 
p53-/-, p53+/- , 
Nf1+/- 
(Backman et al., 
2001; Huse et al., 
2009; Kwon et al., 
2008; Kwon et al., 
2001; Wang et al., 
1997; Wei et al., 








Deleción de Pten 









30-60% LOH, 10-20% 
mutaciones y >50% 
metilación del promotor 
SP 





(Dankort et al., 
2009; Guldberg 
et al., 1997; 
Inoue-Narita et 
al., 2008; Lahtz et 
al., 2010; You et 
al., 2002) 
Pulmón 
metilación del promotor 
frecuente, 74% miR-21 
sobreexpresado y 74% 
pérdida de PTEN 
SP 
Adenocarcinomas y 




(Iwanaga et al., 
2008; Kohno et 
al., 1998; Marsit 
et al., 2005; Soria 
et al., 2002; 
Yanagi et al., 
2007; Zhang et 
al., 2010) 
Hígado <5% mutaciones, 12% pérdida de PTEN 
Infrecuent
e Hígado graso Vhl
-/- 
(Chen et al., 2010; 
Dong-Dong et 
al., 2003; Yao et 
al., 1999) 
Vejiga 
23% LOH, 6% deleción 
de los dos alelos, 23% 
mutaciones, 53% 
expresión reducida o 
ausente de PTEN 
SP Carcinomas en el 10% p53-/- 
(Cairns et al., 
1998; Puzio-
Kuter et al., 2009; 
Tsuruta et al., 
2006) 
Riñón 25% LOH SP SP SP (Cairns et al., 1998) 
Páncreas Localización alterada SP Metaplasia y 20% carcinomas Smad4
-/- 
(Perren et al., 
2000; Stanger et 




LOH más común en 
tumores malignos que 
en benignos 
Si SP Cdkn2a-/- 
(van Nederveen 
et al., 2006; You 
et al., 2002) 
Colon e 
intestino 
>18% mutaciones, >19% 
LOH dependiendo del 




(Di Cristofano et 
al., 1998; Shao et 
al., 2007; Zhou et 
al., 2002) 
Tabla 1. Alteraciones de PTEN en distintos tipos de cáncer. 
1LOH: pérdida de heterocigosis; SP: sin publicar, T-ALL: leucemia linfocítica aguda de células T. *En 
presencia de las alteraciones adicionales de los genes que se señalan, la alteración de PTEN (Pten+/- o Pten-
nulo específico de tejido) conlleva a disminuir la latencia del tumor o aumenta el grado del tumor. 
 
PTEN actúa como fosfatasa lipídica la cual regula negativamente la ruta de 
señalización PI3K-AKT-mTOR (Stambolic et al., 1998; Wu et al., 1998). Hay muchas 
evidencias que indican que es la actividad fosfatasa lipídica es la responsable de su 
función supresora (Myers et al., 1998). Se ha especulado con su posible papel como 
fosfatasa proteica y su papel en migración celular pero no se han identificado los 
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posibles sustratos ni los mecanismos efectores de la actividad fosfatasa proteica de 
PTEN (Leslie et al., 2009).  
 
La actividad fosfatasa lipídica de PTEN desfosforila el segundo mensajero 
fosfatidilinositol-3, 4, 5-trifosfato (PIP3) generado por PI3K, a fosfatidilinositol (4,5)-
difosfato (PIP2) (Maehama and Dixon, 1998; Stambolic et al., 1998). PIP3 puede activar 
quinasas como PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase 1) y AKT1, AKT2 y AKT3 
(thymoma viral proto-oncogene 1 o también conocida como PKB). 
 
Inicialmente se asumió que PTEN ejercía todas sus funciones en el citoplasma pero 
estudios posteriores y el desarrollo de mejores anticuerpos han situado a PTEN no sólo 
en el citoplasma sino también en el núcleo de neuronas (Lachyankar et al., 2000),  
tiroides (Gimm et al., 2000), páncreas (Perren et al., 2000), piel (Whiteman et al., 2002a), 
músculo liso (Deleris et al., 2003) y mucosa intestinal (Trotman et al., 2007).  Muchos 
estudios han sugerido que parte del papel de PTEN como supresor tumoral se debe a 
su función nuclear ya que su ausencia del núcleo se ha relacionado con tumores más 
agresivos en pacientes con carcinoma de esófago (Tachibana et al., 2002), melanoma 
(Whiteman et al., 2002a), cáncer colorrectal (Zhou et al., 2002), tumores en los islotes 
pancreáticos (Perren et al., 2000) y casos de linfoma de célula B (Fridberg et al., 2007). 
La función de PTEN en el núcleo no está mediada por la ruta de señalización de AKT 
(Liu et al., 2005). Se ha propuesto que PTEN regula el ciclo celular al suprimir la 
actividad de la ciclina D1, bien por inhibición de su transcripción o bien por limitar su 
acumulación nuclear (Chung et al., 2006; Radu et al., 2003). Otros estudios han 
demostrado que PTEN se une a la acetiltransferasa de histonas nuclear PCAF que 
acetila a PTEN en K125 y K128 y regula negativamente su actividad (Okumura et al., 
2006); también se une ap300/CBP (Li et al., 2006) que promueve la acetilación de p53 
en respuesta al daño en el ADN. También se ha propuesto un papel de PTEN en el 
mantenimiento de estabilidad cromosómica. Un estudio propone que AKT fosforila e 
inhibe a CHK1, lo que impide que esta proteína vaya al núcleo y ejerza su papel en el 
control del daño al ADN (Puc and Parsons, 2005). En otro estudio se propone que 
PTEN interacciona con la proteína centromérica CENP-C, manteniendo la estabilidad 
cromosómica y puede participar en el control del daño al ADN ya que regula la 
transcripción de RAD51, una proteína esencial para la reparación de la roturas de 
doble cadena del ADN (DSBs, double strand breaks) (Shen et al., 2007). La importación de 
Introducción 
 19 
PTEN al núcleo depende del ciclo celular y está regulada por la ruta de señalización 
PI3K/AKT/mTOR/S6K (Liu et al., 2007) 
Muchos de los fenotipos asociados a la pérdida de PTEN se pueden explicar por la 
activación de la ruta de señalización de PI3K/AKT aunque éste no es siempre el caso. 
Existen discrepancias entre los modelos animales que pierden PTEN y los modelos 
animales que tienen sobreexpresión de AKT o PI3K como se revisa en (Blanco-Aparicio 
et al., 2007). Esto se debe a que PIP3 no solo media su señalización a través de AKT 
sino que también activa a PDK1, que se considera una quinasa “maestra” ya que se 
encarga de la fosforilación de residuos críticos de la familia de quinasas AGC como 
AKT1, 2, 3, SGKs, S6K, PKA, PKCα, PKCβII, PKCδ, PKCζ y RSK.  
2. Ruta de señalización PI3K/AKT 
La ruta de señalización de PI3K/AKT se activa tras múltiples estímulos celulares como 
factores de crecimiento como IGF1, insulina y citoquinas (Figura 3). Cuando estos 
estímulos llegan a la superficie celular, se activan los receptores tirosina quinasa 
(RTKs) que activan las fosfatidilinositol-3-quinasas de clase I (PI3K) a través de unión 
directa o a través de la fosforilación de  la proteína de andamiaje (scaffold protein) IRS1, 
la cual se une y activa a PI3K. PI3K fosforila a fosfatidilinositol-4,5-difosfato (PIP2) para 
generar fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). Las proteínas que contienen dominios 
de homología pleckstrina (PH) transmiten la señalización mediada por el segundo 
mensajero PIP3 (Engelman et al., 2006). Dos de los miembros mejor caracterizados de 
este grupo de proteínas son la quinasa AKT y PDK1. AKT se unirá a la membrana 
junto con PDK1 (Alessi et al., 1997) y PDK1 fosforila a AKT en su residuo T308 del lazo 
(loop) de activación. La desfosforilación de este residuo está mediado por la fosfatasa 
PP2A (Padmanabhan et al., 2009). Los receptores tirosina quinasa (RTKs) también 
activan el complejo mTOR 2 (mTORC2, formado por las proteínas mTOR, Rictor, Sin1 
y mLST8) promoviendo su asociación con los ribosomas (Zinzalla et al., 2011). 
mTORC2 fosforila a AKT en el residuo S473 en su motivo hidrofóbico (Sarbassov et al., 
2004; Sarbassov et al., 2005). La desfosforilación de este residuo está mediada por la 
fosfatasa PHLPP (Bayascas and Alessi, 2005; Gao et al., 2005).  
 
La activación de AKT media múltiples procesos celulares como crecimiento celular, 




Figura 3. Ruta de señalización de PI3K/AKT. Ver texto para una explicación detallada. Los P 
en rojo indican fosforilación inhibitoria, los P en verde indican fosforilación activadora.  
 
La activación de AKT ejerce un importante efecto anti-apoptótico al fosforilar e inhibir 
proteínas como BAD, MDM2 y miembros de la familia de factores de transcripción 
Forkhead (Biggs et al., 1999; Brunet et al., 1999; del Peso et al., 1997; Mayo and Donner, 
2001). AKT fosforila a MDM2 en los residuos S166 y S186 lo que promueve la 
translocación de MDM2 al núcleo, regulando negativamente a p53 (Zhou et al., 2001b). 
AKT también fosforila a FOXO1 en T24, S256 y S319 y a FOXO3 y FOXO4 en tres sitios 
equivalentes (Tran et al., 2003) esta fosforilación se traduce en la retención 
citoplasmática de FOXO impidiendo su función como factor de transcripción. A través 
de este mecanismo, AKT bloquea los genes que dependen de los factores de 
transcripción FOXO que favorecen apoptosis, parada del ciclo celular y están 
implicados en procesos metabólicos. 
 
Dependiendo del contexto celular, AKT se une a FOXO, lo fosforila y lo inhibe, 
contribuyendo a la homeostasis de la glucosa ya que FOXO promueve la producción 
de glucosa hepática y regula la diferenciación de células implicadas en el control 
metabólico (Accili and Arden, 2004). En hepatocitos, AKT al bloquear la función de 
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FOXO1, inhibe la transcripción de enzimas gluconeogénicas como fosfoenolpiruvato 
carboxiquinasa, (PEPCK) y glucosa-6-fosfatasa catalítica, (G6Pc) (Burgering, 2008), 
también AKT fosforila e inhibe PGC1α (Li et al., 2007), factor de transcripción que 
promueve la oxidación de los ácidos grasos  y junto a FOXO1,la gluconeogénesis 
(Puigserver et al., 2003). 
 
Además AKT activa la proliferación celular inactivando los inhibidores de las quinasas 
de pendientes de ciclina p27 (Fujita et al., 2002) y p21Cip/WAF1 (Zhou et al., 2001a), e 
inhibiendo a GSK3 (glycogen synthase kinase 3) (Vivanco and Sawyers, 2002). 
 
Adicionalmente, AKT es uno de los más importantes reguladores de un complejo 
proteico implicado en la traducción proteica y la biogénesis ribosomal. Este complejo 
es mTORC1 formado por las proteínas mTOR, mLST8 y Raptor. AKT activo, fosforila e 
inactiva a la proteína activadora de GTPasas (GAP) llamada TSC2 (Dan et al., 2002; 
Inoki et al., 2002; Potter et al., 2002) que forma un complejo con TSC1 para inhibir a la 
GTPasa Rheb (Ras-homolog enriched in brain) (Garami et al., 2003; Inoki et al., 2003). 
Rheb-GTP activa el complejo mTORC1 a través de la inhibición de FKBP38, un nuevo 
regulador negativo de mTORC1 (Bai et al., 2007). Por otro lado, AKT fosforila e inhibe 
PRAS40 (proline-rich AKT substrate of 40KDa) el cual regula negativamente la actividad 
de mTOR a través de la competición con la GTPasa Rheb (Kovacina et al., 2003). A 
través de esta doble regulación AKT facilita la activación de la ruta de señalización de 
mTORC1. mTORC1 fosforila y activa a S6K1 y S6K2 (Guertin and Sabatini, 2007) lo que 
permite que se active la traducción de proteínas y la biogénesis ribosomal a través de la 
fosforilación de distintos substratos además de la proteína S6, incluyendo PDCD4, la 
quinasa eEF2 y eIF4B (Dorrello et al., 2006; Raught et al., 2004; Wang et al., 2001).  En 
este sentido, mTORC1 también  fosforila e inactiva a 4EBP1 que a su vez dejará libre al 
factor de iniciación eucariótico 4E (eIF4E) para poder comenzar la traducción de 
proteínas (Guertin and Sabatini, 2007).  
 
La ruta de señalización de mTORC1 ha sido estudiada en profundidad para poder 
descubrir tratamientos para muchas enfermedades, sobre todo, después del 
descubrimiento de un inhibidor específico como la rapamicina, un macrólido extraído 
del hongo Streptomyces hygroscopicus (Vezina et al., 1975). La rapamicina se une a una 
proteína intracelular llamada FKBP12, y el complejo rapamicina/FKBP12 bloquea la 
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actividad de mTORC1 a través de mecanismos todavía no muy claros (Sabatini et al., 
1994). La capacidad de la rapamicina para inhibir a mTORC1 ha estimulado su 
utilización  en ensayos clínicos contra varios tipos de cáncer, aunque los resultados de 
estos ensayos clínicos todavía no están claros (Guertin and Sabatini, 2007). 
2.1. Regulación de la ruta de señalización de AKT/PI3K. 
Además de PTEN, esta ruta de señalización está muy controlada por los componentes 
que forman parte de ella para asegurar una correcta regulación. 
 
El mecanismo de regulación más estudiado está mediado por mTORC1 y S6K (Figura 
3). La primera observación de la capacidad de los componentes de la ruta de PI3K de 
regular la propia activación de PI3K surgió por una serie de estudios que mostraron 
que la exposición crónica a factores como la insulina, que activan esta ruta de 
señalización, permite la fosforilación y posterior degradación de la proteína 
adaptadora IRS1 (Berg et al., 2002; Haruta et al., 2000; Qiao et al., 2002; Tremblay and 
Marette, 2001; Zhande et al., 2002). Posteriormente se vio que S6K era capaz de 
fosforilar en los residuos S302 (Harrington et al., 2004) y S1101 (Tremblay et al., 2007) e 
inhibir IRS1. Esta fosforilación impide que IRS1 se una a los receptores RTKs y se 
activen. Además, se ha visto que la quinasa mTORC1 fosforila a IRS1 en los residuos 
S636/639 (Ozes et al., 2001; Tzatsos and Kandror, 2006). 
 
El concepto de que la hiperactivación de mTORC1 resulta en la inhibición de la 
señalización de PI3K, sugiere que los inhibidores de mTORC1 como la rapamicina 
pueden tener un efecto  adverso y activar la ruta de señalización de PI3K.  Se ha 
demostrado que el tratamiento con rapamicina en pacientes con cáncer activa la ruta de 
señalización de AKT (O'Reilly et al., 2006), lo que impide usar estos inhibidores para 
terapia contra el cáncer. 
 
Aunque la ruta más conocida de regulación negativa de la ruta de PI3K es el eje 
S6K/IRS1, hay otros mecanismos de regulación positiva en el que participan miembros 
de dicha cascada de señalización. Por ejemplo, los miembros de la familia FOXO 
pueden inhibir la fosfatasa PP2A lo que aumentaría la fosforilación y activación de 
AKT (Ni et al., 2007). También se ha estudiado que FOXO1, miembro de la familia de 
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factores de transcripción FOXO tiene un papel dual en el control de la señalización de 
la insulina en el hígado, ya que tras la señalización de esta hormona, controla la 
producción de glucosa y además promueve la síntesis de lípidos y aumenta la 
sensibilidad a la insulina ya que suprime la expresión de Trb3 (pseudokinase tribble-3) 
(Matsumoto et al., 2006) que se une a AKT e inhibe la fosforilación de esta proteína 
mediada tras la estimulación con insulina (Du et al., 2003). También se ha visto que en 
condiciones de ayuno, FOXO se une a los promotores de los genes InR y IRS2 y activa 
su transcripción (Puig and Tjian, 2005). Adicionalmente, La inhibición farmacológica 
de AKT induce la transcripción mediada por FOXO de muchas receptores tirosina 
quinasa (RTKs) incluyendo el receptor de insulina (InR) (Chandarlapaty et al., 2011)  
2.2. Ruta de señalización de PI3K/AKT y metabolismo 
 2.2.1 Metabolismo de la glucosa 
La ruta de PI3K/AKT en respuesta a un estímulo extracelular (insulina, factores de 
crecimiento) regula la captación de nutrientes y el metabolismo de manera específica 
para cada tejido a través de una serie de efectores. Una de las funciones más 
importantes de AKT, es estimular la captación de glucosa en respuesta a la insulina. La 
isoforma de AKT que juega un papel mayor en la regulación del metabolismo de la 
glucosa es AKT2 (Whiteman et al., 2002b), ya que es la isoforma que se expresa de 
forma predominante en los tejidos que responden a insulina. Se ha visto asociada al 
transportador de glucosa 4 (GLUT4) en adipocitos tras la estimulación con insulina 
(Calera et al., 1998) y la activación de AKT permite la translocación de GLUT4 a la 
membrana plasmática (Kohn et al., 1996) a través de la inhibición de AS160 (Eguez et 
al., 2005).  
 
Al entrar en la célula, la glucosa se convierte en su forma activa glucosa-6-fosfato que 
podrá ser acumulada en forma de glucógeno (glucogenogénesis) o catabolizada para 
generar energía a través de la glucolisis, y se ha visto que AKT puede participar de 
forma activa en ambos procesos. Dependiendo del contexto celular, la fosforilación la 
consiguiente la inhibición de FOXO1 por parte de AKT también contribuye a la 
homeostasis de la glucosa, ya que FOXO1 promueve la producción de glucosa hepática 
y regula la diferenciación de células implicadas en el control metabólico (Accili and 
Arden, 2004). En hepatocitos AKT también puede inhibir la gluconeogénesis y la 
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oxidación de los ácidos grasos a través de fosforilación directa de PGC1α en S570 (Li et 
al., 2007) cuya función como coactivador permite regular la transcripción de genes 
junto a FOXO1 y otros factores de transcripción. 
 
 2.2.2. Metabolismo de lípidos 
La biosíntesis de lípidos es esencial para mantener la homeostasis celular. Los lípidos 
que produce la célula (glicerol, ácidos grasos, fosfolípidos, colesterol y esfingolípidos) 
se utilizan como reserva o fuente para construir las membranas celulares, como 
precursores de otros compuestos celulares y como moléculas de señalización. Defectos 
en la síntesis o procesado de los lípidos contribuyen al desarrollo de muchas 
enfermedades incluyendo obesidad, resistencia a la insulina, diabetes tipo 2, desarrollo 
de hígado graso, y cáncer. 
 
AKT regula el metabolismo de lípidos a través de la fosforilación e inhibición de GSK3, 
lo que produce la estabilización de SREBP y favorece la síntesis de lípidos (Sundqvist 
et al., 2005).  
 
Recientemente, además del papel clave que juegan en el crecimiento celular y la 
síntesis de proteínas, se ha otorgado un papel muy importante a mTORC1 en el control 
de la síntesis de lípidos a través  SREBP-1, PPAR-γ y Lipin1(Laplante and Sabatini, 
2009). 
 
 2.2.3. Obesidad y diabetes 
El exceso de nutrientes debido a un aumento en la ingesta de carbohidratos, proteínas 
o grasa lleva al desarrollo de la obesidad. La activación de la ruta de señalización 
mTORC1/S6K por nutrientes ha recabado especial interés por sus implicaciones en 
obesidad y resistencia a la insulina. Estudios han demostrado que los ratones que no 
tienen  S6K1  exhiben una mayor lipólisis, un reducido tejido adiposo y además estos 
ratones están protegidos por el daño metabólico producido por una dieta rica en grasas 
(Um et al., 2004). Además, también se ha comprobado que S6K/mTORC1 tienen un 
papel fundamental en la desensibilización de la ruta de PI3K/AKT tras la exposición 
crónica a insulina (obesidad y envejecimiento) a través de la fosforilación e inhibición 
de IRS1 (Um et al., 2006).  
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2.3. Papel de la ruta de señalización de la insulina en longevidad. 
El envejecimiento es un proceso complejo por el que se acumulan varios tipos de daño 
tanto a nivel molecular, celular y de tejido. A pesar de esta complejidad, en los últimos 
años, muchos estudios han demostrado que la dieta (en forma de restricción calórica), 
algunas drogas (rapamicina en mamíferos y otros compuestos como el resveratrol en 
otros organismos pero no en mamíferos) y modificaciones genéticas pueden aumentar 
la longevidad en multitud de organismos. 
 
Muchas de las alteraciones genéticas que hacen a los animales más longevos están 
relacionadas con una disminución de las rutas de señalización de IGF1 (insulin-like 
growth factor)/insulina (abreviada IIS), y de TOR (target of rapamycin) ya que podrían 
inducir un estado fisiológico similar  al que resulta de periodos de escasez de 
nutrientes.  
 
2.3.1. Ruta de señalización de IGF1/insulina 
La reducción de la actividad de la ruta de señalización de la IGF/insulina (IIS) es una 
de las vías que aparecen alteradas en animales longevos.  
 
El organismo C. elegans produce más de 30 péptidos parecidos a la insulina (ILPs, 
insulin-like peptides) que señalizan a través del receptor daf-2. Daf-2 conserva buena 
homología con el gen de mamíferos que codifica para el receptor de IGF1 (insulin-like 
growth factor1 receptor). La activación de daf-2 conduce a la activación de algunas 
quinasas lo que retienen en el citoplasma al factor de trascripción daf-16 (homólogo de 
FOXO). La reducción de esta ruta de señalización debido a una disminución de estos 
péptidos (ILPs) o mutaciones en daf-2  y en sus efectores, permiten que daf-16 se dirija 
al núcleo. En el núcleo, daf-16 activa un programa transcripcional que permite un 
aumento de la resistencia al estrés y un aumento de la longevidad. Por tanto, la 
longevidad del organismo derivada de la reducción de esta señalización, requiere al 
factor de transcripción FOXO (daf-16) implicado en la respuesta celular al estrés, 
actividad antimicrobiana y detoxificación de radicales libres y xenobióticos (Johnson, 
2008). La reducción de la ruta IIS en tejidos específicos ha revelado que el sistema 
nervioso y el intestino,  que incluye el tejido graso del nematodo, son importantes para 
el aumento de la longevidad. La ruta de señalización de daf-2 está regulada por daf-18, 
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gen ortólogo de PTEN en humanos. La sobreexpresión de daf-18 conduce a un 
aumento de la longevidad (Masse et al., 2005). 
 
En D. melanogaster, estudios sobre el control genético del envejecimiento han revelado 
un importante papel de la ruta de la señalización IGF1/insulina que además está muy 
conservada en mamíferos puesto que se han encontrado al menos 8 péptidos parecidos 
a la insulina (ILPs), receptores comunes, homólogos de IRS, quinasas y factores de 
transcripción como FOXO (Toivonen and Partridge, 2009). Mutaciones en el receptor 
de insulina o su substrato (Chico) tienen como consecuencia que haya menos 
señalización de esta ruta lo que se traduce en una resistencia al estrés y un marcado 
aumento en la longevidad (Clancy et al., 2001; Piper et al., 2008). 
 
Figura 4. Rutas de señalización de nutrientes implicadas en envejecimiento en levaduras, 
nematodos, moscas y mamíferos. El papel de TOR y S6K en promover envejecimiento parece 
conservado en los 4 grupos de organismos. Sin embargo, la ruta AC-PKA, parece ser que solo  
promueve el envejecimiento en levaduras y mamíferos. La ruta de señalización IGF1/insulina y 
GH (en mamíferos) acelera el envejecimiento en nematodos, moscas y mamíferos. Los factores 
de transcripción (GIS1, MSN2/4, DAF16, FOXO) que son inactivados por las rutas TOR/S6K, 
AC/PKA participan en la protección celular y el envejecimiento en nematodos, moscas; en 
mamíferos todavía no se ha demostrado. La restricción calórica inhibe de manera directa 
(levaduras) o indirecta (nematodos, moscas y mamíferos) al reducir los niveles circulantes de 




Los modelos animales invertebrados han servido como herramientas para descubrir 
genes y mecanismos implicados en longevidad, pero el ratón es el mamífero más 
práctico para establecer si los genes homólogos pueden aumentar la longevidad. 
 
Como en organismos invertebrados, en ratón la reducción de la ruta de señalización 
IGF1/insulina puede también puede extender la longevidad. Mutaciones que 
interfieren con la biosíntesis de la hormona del crecimiento (GH), acciones de dicha 
hormona, o sensibilidad a IGF1, permiten que haya un a extensión en la longevidad de 
estos ratones. El aumento en la longevidad media de estos mutantes va desde 20%-70% 
dependiendo de la naturaleza del defecto endocrino, género, dieta o fondo genético de 
la cepa de ratón. El aumento de longevidad en estos ratones viene dado por múltiples 
mecanismos que incluyen reducción de los niveles de insulina, aumento de la 
sensibilidad a la insulina, alteraciones en el metabolismo de lípidos y carbohidratos, 
reducción en la generación de especies de oxígeno reactivas (ROS), resistencia a estrés, 
reducción del daño oxidativo y reducción de enfermedades asociadas al 
envejecimiento.  
 
En la tabla que se muestra a continuación,  se detallan algunos de los modelos de ratón 
que tienen una disminución de señalización de esta ruta y sus principales fenotipos 
(Bartke, 2005; Selman and Withers, 2011). 
 













dieta(Bartke et al., 
2004; Brown-Borg 














en GH, PRL y TSH 
Crecimiento y tamaño 
corporal reducido. No se 
detectan niveles  en plasma 
de GH, PRL,TSH e IGF1. 
Reducción en los niveles de 
hormonas tiroideas, 
insulina y glucosa, 
esterilidad en las hembras, 
daño oxidativo reducido 










Resistencia a GHRH; 
suppression de la 
liberación de GH 
Crecimiento y tamaño 
corporal reducido. 
Aumento progresivo de la 
adiposidad 
24% (sólo cuando 










Ausencia del receptor 
de GH y su proteína 
de unión. Resistencia 
Crecimiento y tamaño 
corporal reducido. 
Reducción en plasma de 











a la señalización de 
GH 
IGF1, insulina y glucosa. 
Aumento de la adiposidad, 
reducción de la fertilidad 
en machos 
C57BL/6(Coschiga
no et al., 2000; 







ger et al., 
2003) 
Reducción del 
numero de receptores 
de IGF1, resistencia 
parcial a IGF1 
Fertilidad normal, ligera 
disminución del peso 
corporal, aumento a la 
resistencia al estrés 
oxidativo 








al., 2002)  
Eliminación del 
receptor de insulina 
en el tejido graso 
Reducción de la adiposidad 
y disminución del peso 
corporal; mejor sensibilidad 
a la insulina 







et al., 1994) 
Ausencia de sustrato 
del receptor de 
insulina 1 
Hiperinsulinemia, 
intolerancia a la glucosa y 
retraso en el crecimiento 
8% en machos y 
32% en hembras 










Reducción de la 
expresión del 
sustrato del receptor 
de la insulina 2 
Disminución del tamaño de 
los islotes pancreáticos, leve 
intolerancia a la glucosa  
17% (Taguchi et al., 
2007) 
No aumento de 
longevidad 










sustrato del receptor 
de la insulina 2 en 
cerebro 
Reducción del tamaño del 
cerebro, hiperinsulinemia, 
aumento de los islotes 
pancreáticos 
14% (Taguchi et al., 
2007) 
Tabla2. Modelos de ratón que tienen la ruta IIS disminuida. 
*En dos estudios de envejecimiento separados utilizando la misma colonia de ratones se han 
visto resultados diferentes. Se discute en (Selman et al., 2008b) 
 
2.3.2. Otras rutas implicadas en metabolismo y envejecimiento 
 Restricción calórica 
 
La restricción calórica es un régimen alimentario que se caracteriza por una moderada 
reducción en el porcentaje calórico que naturalmente consumiría, pero manteniendo 
una nutrición adecuada, sin llegar a la malnutrición. Se ha demostrado que la 
restricción calórica alarga la vida en muchos organismos como levaduras (S. cerevisiae) 
(Jiang et al., 2000; Lakowski and Hekimi, 1998), moscas (D. melanogaster) (Mair et al., 
2003), nematodos (C. elegans) (Lakowski and Hekimi, 1998), roedores (Weindruch and 
Walford, 1982) y monos (Anderson et al., 2009). Los efectos beneficiosos de la 
restricción calórica proceden de una ingesta reducida de azúcares y proteínas. La 
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restricción calórica también retrasa las enfermedades asociadas al envejecimiento en 
roedores y monos (Anderson et al., 2009), y en humanos reduce el riesgo de padecer 
diabetes, enfermedades cardiovasculares y cáncer (Fontana and Klein, 2007). 
 
Otras proteínas implicadas en la regulación del estado nutricional y consumo de 
energía y que se han relacionado con longevidad y envejecimiento son las sirtuinas. 
Las sirtuinas son una familia de proteínas conservadas a lo largo de la evolución. La 
primera sirtuina que se caracterizó fue Sir2 (silent information regulador 2) de la levadura 
S.cerevisiae; al sobreexpresar Sir2 en este organismo (Kaeberlein et al., 1999) se ha 
demostrado que aumenta su longevidad. En otros organismos no mamíferos como 
C.elegans también se ha demostrado que la sobreexpresión de sir2-1 (homólogo del gen 
de levaduras sir2) alarga la vida en este  nematodo (Tissenbaum and Guarente, 2001). 
En D. melanogaster, un copia extra del gen Sir2 (dSir2) expresado de forma ubicua hace 
aumente la longevidad de este organismo (Rogina and Helfand, 2004). En mamíferos, 
existen 7 parálogos del gen Sir2, siendo el más parecido, Sirt1 (Michan and Sinclair, 
2007). Estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio (Herranz et al., 2010) indican que 
la sobreexpresión de Sirt1 en ratón no tiene un efecto en longevidad aunque los ratones 
que poseen una sobreexpresión de esta proteína están protegidos frente al daño 
metabólico inducido por una dieta rica en grasa (Pfluger et al., 2008), de la 
osteoporosis, diabetes y cáncer.  
 
Como en levaduras (Wei et al., 2009), nematodos, (Hansen et al., 2008; Johnson, 2008) o 
moscas (Bjedov et al., 2010; Kapahi et al., 2004), recientemente se ha visto en mamíferos 
que la inhibición de la ruta de señalización de mTORC1 ya sea mediante el tratamiento 
con su inhibidor, rapamicina (Harrison et al., 2009) o por deleción de la quinasa 
ribosomal S6 (S6K1) (Selman et al., 2009), aumenta la longevidad de los ratones y 
reduce la incidencia de patologías relacionadas con el envejecimiento como la 
osteoporosis, fallo del sistema inmune, disfunción motora o resistencia a la insulina. 
 
Recientemente, en levaduras se ha visto que la reducción de la señalización de 3 
proteínas Ras, adenilato ciclasa (AC) y proteína quinasa A (PKA) también están 
implicadas en el aumento de la longevidad. Los niveles de superóxido aumentan 
durante el envejecimiento de la levadura y éstos se han visto reducidos en los 
organismos longevos deficientes en Ras-AC-PKA (Fabrizio et al., 2001; Lin et al., 2000). 
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En ratones, la eliminación de la adenilil-ciclasa tipo 5 (AC5) cuya expresión predomina 
en cerebro y corazón, aumenta la resistencia al estrés y la longevidad (Yan et al., 2007). 
 
3. El tejido adiposo marrón (BAT). 
El tejido adiposo marrón (BAT, del inglés brown adipose tissue) es el encargado de 
transformar nutrientes en calor y permitir mantener la temperatura corporal sin 
temblar (non-shivering thermogenesis). La producción de calor ocurre en la mitocondria 
de los adipocitos marrones a través de la proteína desacoplante UCP1. Esta proteína es 
un transportador de protones presente en la membrana mitocondrial y desacopla el 
proceso de respiración mitocondrial de la producción de ATP, translocando los 
protones desde el citoplasma hasta el interior de la mitocondria, un proceso que genera 
calor y no ATP. Este mecanismo es esencial para regular la temperatura corporal 
(Enerback et al., 1997) y es además importante para el control de la obesidad 
(Feldmann et al., 2009). El tejido adiposo marrón se localiza en  
 
3.1. Origen del tejido adiposo marrón 
El tejido adiposo blanco (WAT, white adipose tissue) y el tejido adiposo marrón tienen 
características comunes por lo que en un principio se asumió que procedían de un 
mismo progenitor celular. Sin embargo, recientes estudios han demostrado que tienen 
orígenes distintos. Los adipocitos marrones se localizan en el tejido adiposo marrón o 
entremezclados entre el tejido adiposo blanco. Estas dos poblaciones de adipocitos 
marrones tienen un origen distinto: 
 
• En el caso de los adipocitos marrones que forman el BAT, proceden del mismo 
linaje celular que el tejido muscular (Figura 5). Específicamente, los adipocitos 
marrones y el tejido muscular proceden del dermomiotomo que expresa Engrailed-1 
(En-1) (Atit et al., 2006) y Myf5 (Seale et al., 2008). Adicionalmente se ha visto que los 
precursores del tejido adiposo marrón y no los del tejido adiposo blanco expresan un 
patrón genético parecido a las células del músculo (Timmons et al., 2007). 
Recientemente se ha demostrado que el patrón proteómico mitocondrial del BAT está 
muy relacionado con el del tejido muscular pero no con el WAT (Forner et al., 2009).  
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Otro de los factores que están implicados en el desarrollo del tejido marrón es PRDM16 
y su cofactor C/EBPβ. Este complejo transcripcional actúa en los precursores 
mioblásticos Myf5 positivos o en preadipocitos induciendo la expresión de PPARγ y 
PGC1α, que inducen el programa de diferenciación del adipocito marrón (Kajimura et 
al., 2009).  
• Los adipocitos marrones también se pueden localizar entremezclados con los 
adipocitos blancos en el tejido adiposo blanco después de una exposición continuada al 
frío o por estimulación nerviosa β3-adrenérgica. Estos adipocitos marrones tienen un 
precursor diferente al de los adipocitos marrones localizados en el BAT; queda por 
verificar si derivan de un preadipocito blanco, un adipocito blanco maduro o de células 
madre del tejido adiposo blanco que den lugar a este tipo de adipocitos marrones 
(Kajimura et al., 2010). Ya hay algun grupos de investigación que apunta a que estos 
adipocitos marrones proceden de la transdiferenciación de los adipocitos blancos 
(Barbatelli et al., 2010). 
    a                                                           b  
 
Figura 5. Origen y desarrollo del tejido adiposo marrón. El tejido adiposo marrón (BAT) y el 
tejido adiposo blanco (WAT) tienen origenes celulares distintos. a. Los adipocitos marrones que 
se encuentran en el tejido adiposo marrón proceden, al igual que músculo esquelético, de 
precursores que expresan Myf5 y En1. La ruta de señalización de Wnt impide que los 
preadipocitos maduren a adipocitos marrones y se diferencien a precursores musculares. 
PRDM16, PPARγ, PGC1α y UCP1 son genes que se expresan en los adipocitos marrones 
maduros. b. Todavía no se conocen bien las células madre que dan lugar al tejido adiposo 
blanco. Los preadipocitos blancos que expresan PPARγ se diferencian a adipocitos blancos en 
un proceso que parece que es estimulado por ciertos factores BMPs. Los adipocitos marrones 
que se localizan en el tejido adiposo blanco tras la estimulación continuada de la ruta b3-
adrenérgica no descienden de células Myf5+. Estas células pueden derivar de precursores de 
adipocitos marrones que no expresan Myf5+, diferenciarse directamente de los precursores 
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preadipocíticos o transdiferenciación de los adipocitos blancos. Las flechas discontinuas indican 
relación precursor-producto hipotético. Figura adaptada de (Kajimura et al., 2010). 
3.2. Función del tejido adiposo marrón 
El mecanismo más eficiente para disipar energía es a través de los adipocitos marrones 
que se sitúan en tejido adiposo marrón (BAT; brown adipose tissue) y muchas veces 
aparecen entre los adipocitos blancos (Kozak and Anunciado-Koza, 2008; Nedergaard 
and Cannon, 2010). 
 
El tejido adiposo marrón está muy vascularizado y sus células contienen multitud de 
gotas lipídicas y mitocondrias. La exposición al frío o a un exceso de nutrientes 
(termogénesis inducida por la dieta) hace que el sistema nervioso simpático, que inerva 
directamente a los adipocitos marrones, libere norepinefrina al tejido adiposo marrón y 
ésta a su vez activa los receptores β3-adrenérgicos para estimular la lipólisis y la 
producción de calor (Rousset et al., 2004). Los receptores β3-adrenérgicos, activan las 
proteínas Gs que unen GTP lo que activa a la adenilato ciclasa (AC) que genera 
adenosina monofosfato cíclico (cAMP). El cAMP activa a la proteína quinasa A (PKA) 
que fosforila y activa a las lipasas que convierten los triglicéridos (TGs) en ácidos 
grasos (AG). Estos ácidos grasos son transferidos a la mitocondria donde se produce la 
β-oxidación para generar acetil-CoA el cual entra el ciclo de los ácidos tricarboxílicos 
(CAT). Como resultado de estos dos procesos, se genera FADH y NADH. Cuando 
UCP1 se activa por esta ruta, media el flujo de protones que desacopla la cadena de 
transporte de electrones produciendo calor (Figura 6). 
 
Para la termogénesis, el BAT primero utiliza como sustrato los lípidos acumulados. 
Esta fase de la termogénesis corresponde molecularmente a la señalización por 
norepinefrina que permite la liberación de los ácidos grasos procedentes de los 
triglicéridos (TGs) acumulados en las gotas de lípidos. Algunos de estos ácidos grasos 
activan a UCP1, y los demás se importan en la mitocondria y se queman, pero debido a 
que los lípidos acumulados sólo pueden mantener la termogénesis durante un periodo 
corto, es necesario que otros tejidos proporcionen la fuente de energía.  
 
En un reciente estudio, se ha visto que el tejido adiposo marrón es capaz de importar y 
quemar triglicéridos procedentes de la sangre (Bartelt et al., 2011). Mientras que la 
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norepinefrina activa la liberación de los ácidos grasos, también induce a VEGF 
(Fredriksson et al., 2005) y la expresión de la lipoproteína lipasa (LPL) (Bartelt et al., 
2011; Mitchell et al., 1992). VEGF aumenta la permeabilidad capilar, permitiendo que 
los TGs abandonen los capilares. La LPL degrada los triglicéridos y permite que los 
ácidos grasos estén disponibles para su combustión a través de la proteína 
transportadora de membrana CD36 (Figura 6). En este estudio también demuestran 
que el BAT consume una cantidad de glucosa similar a la del hígado en condiciones de 
temperatura y dieta normales y de hecho el descubrimiento de que el humano adulto 
posee BAT activo procede de la utilización de desoxiglucosa marcada radiactivamente 
con flúor (18F-FDG) en la tomografía de emisión de positrones (PET). 
  
La actividad y expresión de los transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT4 también 
se ha visto aumentada cuando se somete a los ratones a frío y a estimulación con 
noradrenalina (Bartelt et al., 2011; Dallner et al., 2006; Nikami et al., 1992). La glucosa 
que no se quema inmediatamente se guarda en forma de glucógeno y posteriormente 
se convierte en lípidos para reponer los TGs consumidos (Figura 6). 
 
 
Figura 6. Papel del tejido adiposo marrón en el metabolismo de ácidos grasos y glucosa como 
fuente de energía para producir calor. Ver detalles en el texto. LPL: lipoproteína lipasa; AG: 
ácidos grasos; Glu: glucosa; TGs: triglicéridos. 
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3.3. El tejido adiposo marrón en humanos 
La hipótesis general hasta hace unos años planteaba que los recién nacidos poseen 
depósitos de tejido adiposo marrón principalmente en la región axilar y cervical (Lean 
and James, 1986), pero al ir creciendo esos depósitos se reducían hasta desaparecer, con 
lo que los humanos adultos no poseerían tejido adiposo marrón activo; aunque esto 
siempre se ha discutido ya que muchas veces se encontraban en estudios post-mortem 
depósitos de este tejido aunque el número de estos depósitos de tejido adiposo marrón 
disminuían con la edad (Heaton, 1972). También se ha observado que en trabajadores 
expuestos a frío tienen un mayor número de depósitos de tejido adiposo marrón 
comparado con el resto de la población (Huttunen et al., 1981). Pacientes con 
feocromocitomas, un tumor raro que se origina en la células que secretan 
catecolaminas de la glándula adrenal tienen tejido adiposo marrón abundante (English 
et al., 1973) al igual que los pacientes que han desarrollado hibernomas (tumores 
benignos del tejido adiposo marrón) (Sutherland et al., 1952) 
 
El interés en el estudio de este tejido ha aumentado en los dos últimos años gracias a 
varias publicaciones del año 2009 en las que por tomografía de emisión de positrones 
(PET) se descubrió que los humanos adultos tienen tejido adiposo marrón activo y su 
actividad depende de la edad, la adiposidad, la temperatura y el género (Cypess et al., 
2009; Saito et al., 2009; van Marken Lichtenbelt et al., 2009; Virtanen et al., 2009). 
Basados en estos estudios y en análisis postmortem podemos situar el tejido adiposo 
marrón activo alrededor del tiroides y tráquea, en el mediastino, en la zona 
paracervical/supraclavicular, zona paratorácica zona supra y perirrenal.  
 
La existencia de un tejido adiposo marrón activo en el individuo adulto es muy 
importante ya que ofrece la posibilidad de regular el gasto energético. Un aumento en 
el gasto energético sería muy atractivo como terapia frente a la obesidad y a las 
enfermedades asociadas a dicha enfermedad, como la diabetes tipo 2 frente a otras 
terapias que no han tenido el éxito esperado, como pueden ser la reducción de la 
ingesta o la cirugía. 
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1. Generación del ratón transgénico 
Para la generación del ratón transgénico, se utilizó el Cromosoma Artificial de 
Bacterias (BAC) llamado RP24-372O16 procedente de CHORI (http://www.chori.org) 
clonado en el vector pTARBAC que contiene la secuencia genómica de Pten. Se 
linearizó con la enzima de restricción PI-SCeI (New England Biolabs) y se 
microinyectaron 2 pl de una solución que contenía 0,4 μg/μl de BAC en oocitos 
fertilizados procedentes de cruces de ratones [C57BL6 x CBA]F1. Los ratones que 
derivaron de esta microinyección se genotiparon por PCR para las regiones terminales 
del BAC para comprobar que el transgén se había integrado. Posteriormente se 
cruzaron con ratones C57BL6  y las crías se genotiparon por PCR para comprobar la 
transmisión del transgén. Los oligonucleótidos utilizados para las PCRs para 
comprobar la inserción y la transmisión del transgén se detallan en la Tabla 3 de este 
mismo apartado. Se seleccionó una línea que transmitía el transgén y se expandió la 
línea cruzándolos entre ellos, por lo que los animales objeto de estudio de esta tesis son 
C57BL6/CBA (75%:25%) 
2. Experimentación animal 
Los animales fueron alimentados con dieta estándar (Harlan Teklad 2018, 18% calorías 
procedentes de grasa) o cuando se indique con una dieta rica en grasa (Research Diets 
D12451, 45% de calorías procedentes de grasa). Los animales se observaron 
semanalmente por personal entrenado. Al observar signos de morbilidad, los animales 
se vigilaron diariamente hasta la aplicación del punto final humanitario (human end 
point, HEP; http://dels.nas.edu/global/ilar/Guide). Este punto final humanitario se aplica 
cuando la esperanza de vida del ratón no llega a una semana. Los ratones que 
murieron espontáneamente (DIC, dead in cage) se debe a una muerte repentina sin que 
previamente se observaran signos de morbilidad.  
2.1. Carcinogénesis inducida por 3-metilcolantreno 
Para inducir fibrosarcomas en los ratones, se utilizó el carcinógeno 3-
metilcolantreno(Matheu et al., 2007; Matheu et al., 2004). Para ello, se utilizaron ratones 
de 2 meses de edad y se inyectó intramuscularmente en la pata trasera izquierda 100 μl 
de una solución de 3-metilcolantreno (Sigma) a una concentración de 100 μg/μl 
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disuelta en aceite de sésamo (Sigma). Los ratones fueron sacrificados cuando el tumor 
llegó a medir 1,5cm de diámetro. 
2.2. Caracterización  metabólica 
2.2.1. Ensayo de cajas metabólicas 
Para este ensayo se sustituyó la caja normal por cajas metabólicas en las que se puede 
monitorizar la ingesta de agua y comida y la excreción de heces y orina. Los ratones 
estuvieron en estas cajas durante un día para habituarse y posteriormente se midió 
durante 4 días la ingesta y la excreción. Para este ensayo se utilizaron 8 machos de cada 
genotipo de 4 meses de edad. 
 
2.2.2. Medidas de adiposidad y de densidad ósea 
Se realizó por absorciometría de rayos X de energía dual (DXA, Dual energy X-ray 
absorptiometry; Densitómetro Lunar PIXImus, GE Medical Systems). La adquisición de la 
imagen duró 5 minutos en los que el ratón está anestesiado por inhalación de 2% de 
isofluorano en oxígeno. El análisis del tejido graso y magro se determina seleccionando 
una región de interés que abarca el cuerpo entero excluyendo el cráneo y la masa ósea. 
El análisis de la densidad ósea se determina seleccionando una región de interés que 
abarca el fémur de la pata derecha del ratón.  
 
2.2.3. Estudios de calorimetría indirecta 
Los estudios de calorimetría indirecta se hicieron siguiendo métodos estándar 
utilizando cámaras metabólicas Oxylet System (Panlab Harvard Apparatus). Los ratones 
estuvieron 12 horas previas a la medida en las cajas de estudio para su adaptación. La 
temperatura de la sala fue 23ºC y los ciclos de luz/oscuridad fueron de 12h cada uno. 
El O2 consumido (VO2) y el CO2 eliminado (CO2) fue monitorizado cada 24 minutos (4 
cajas de medida consecutivas, con un periodo de medición de 4 minutos en cada caja 
mas un minuto entre caja y caja para la limpieza y purga del sistema). El cociente 
respiratorio (RQ, respiratory quotient) fue calculado según la fórmula RQ=VCO2/VO2. 
El gasto energético (EE, energy expenditure) fue calculado según la fórmula: EE= (3,815+ 
(1,232xRQ)) x VO2x1,44). La tasa metabólica basal (RMR, resting metabolic rate) fue 
calculada como la media de las tres medidas de VO2 más bajas (Feldmann et al., 2009). 
Para calcular la tasa metabólica basal a termoneutralidad (30ºC) los animales se 
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aclimataron a esta temperatura durante una semana y se introdujeron en las cajas 
metabólicas a las 9:00, en ausencia de comida y bebida. Se registraron medidas de VO2 
y CO2 hasta las 17:00 pero solo se consideraron las 3 últimas horas (de 14:00-17:00) para 
calcular la media de los tres valores más bajos de VO2. 
 
2.2.4. Estudios de actividad y medida de temperatura corporal 
La actividad se midió utilizando Physiocage System (Panlab Harvard Apparatus) 
durante 48 horas. La actividad locomotora se determinó utilizando un sistema 
multidimensional de luz infrarroja con haces de luz instalados en la parte superior e 
inferior de las jaulas, expresándose la actividad por las interrupciones en los haces de 
luz. 
Para medir la temperatura corporal, se implantaron transmisores de telemetría 
(PhysioTel®TA-F10, Data Sciences International, DSI) en la cavidad peritoneal de los 
ratones. La temperatura fue registrada cada 2 minutos a 23ºC durante 72h. 
 
2.2.5. Test de tolerancia a la glucose y a la insulina 
Para el test de tolerancia a la glucosa (GTT), los ratones estuvieron toda la noche en 
ayunas; al día siguiente fueron inyectados intraperitonealmente con 2g/kg de glucosa 
(Sigma); y los niveles de glucosa se miden a0, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos . El test de 
tolerancia a la insulina (ITT) se hizo sin ayuno previo; en este caso se inyectó 
intraperitonealmente 0,75IU/kg de insulina (Eli Lilly and Co., Humalog Insulin). Y se 
determinan los niveles de glucosa a 0, 15, 30, 45, 60 y 90 minutos. 
 
2.2.6. Captación de glucosa por tomografía de emisión de positrones (PET, 
positron emission tomography)  
Las medidas se realizaron por la mañana en ratones no ayunados previamente. El 
análisis se realizó siguiendo métodos optimizados (Mulero et al., 2011). Los ratones 
fueron anestesiados con un flujo continuo de una mezcla de 1%-3% de isofluorano con 
oxígeno (2l/min) y fueron inyectados por vía intravenosa  con un volumen de 100 μl 
que contenía 500 μCi de 18F-Fluorodeoxiglucosa (18F-FDG). Posteriormente se dejó al 
ratón consciente y a 23ºC para la distribución de la glucosa marcada durante 45 
minutos. Para la adquisición de la imagen, los ratones fueron anestesiados siguiendo el 
protocolo previamente descrito y las imágenes fueron adquiridas utilizando eXplore 
Vista PET (GE HEalthcare). Se dibujó el tejido adiposo marrón como un volumen de 
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interés (VOI, volume of interest) y se cuantificaron las cuentas totales de 18F-FDG. Para 
medir el Valor de Captación Estandarizado (SUVave, standardized uptake value average) 
se utilizó la siguiente fórmula: SUVave= [captación (MBq)/volumen de VOI 
(cc)]/[peso del ratón (g) x 18F-FDG dosis inyectada (MBq) x factor de calibración] 
 
2.2.7. Análisis de metabolitos en sangre y suero. 
Los niveles de IGF1 en suero fueron medidos por ELISA (Mouse/Rat IGF-1 ELISA, 
Demeditec) después de la obtención de sangre por punción en la vena submandibular 
del ratón. 
Los niveles de glucosa en sangre fueron determinados tras 16 horas de ayuno 
utilizando una gota de sangre de la cola y midiendo los niveles de glucosa con un 
glucómetro (A. Meranini Diagnosis). Los niveles de insulina en condiciones de ayuno 
(16h) fueron medidos tras la recogida de sangre de la cola y posterior extracción del 
suero. Con este suero se midió la insulina utilizando un kit de ELISA (Crystal Chem 
Inc.). La resistencia a la insulina fue evaluada utilizando el índice HOMA-IR 
(homeostatic model assessment index). Este índice se calcula siguiendo la fórmula HOMA-
IR= [glucosa en ayunas (mg/dl) x insulina en ayunas (μU/ml)]/405. La sensibilidad a 
la insulina fue medida con el índice QUICKI (quantitative insulina sensitivity check index). 
Este índice se calcula siguiendo la fórmula QUICKI= 1/[Log(insulina en ayuno, 
(μU/ml)+ Log (glucosa en ayuno (mg/dl)]. 
2.3. Experimentos in vivo con los inhibidores de PI3K 
El inhibidor de PI3K desarrollado en el CNIO (Compuesto A) (Figura 6) está protegido 
por la patente WO2010/119264 (los archivos es están disponibles en la Organización 
Mundial de la Propiedad intelectual (Word Intellectual Property Organization; 
http://www.wipo.int/pctdb/en/wo.jsp?WO=2010119264). En resumen, es un potente 
inhibidor específico de la actividad quinasa de las isoformas p110α (Ki=2.4nM) y p110δ 
(Ki=9,8nM). La inhibición de las otras isoformas de PI3K (p110β y p110γ) tienen valores 
de Ki>100nM. La inhibición de otras 282 quinasas incluyendo mTOR y DNAPK 
requieren concentraciones de IC50>1μM. 
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Para el tratamiento de 6 horas, el Compuesto A fue administrado oralmente por 
sondaje a una dosis de 15mg/kg. El compuesto A fue disuelto en 10% N-metil-2-
pirrolidona ácida (NMP pH=3,21) y 90% Polietilenglicol 300 (PEG 300, Sigma). Esta 
misma solución fue utilizada como vehículo. Pasadas las 6h, los animales fueron 
sacrificados y los tejidos fueron procesados. Se utilizaron 3 machos C57BL6 por grupo 
experimental de tres meses de edad. 
 
Para el tratamiento de dos semanas en animales obesos, el compuesto A fue 
administrado oralmente por sondaje a una concentración de 10mg/kg o 15mg/kg, una 
vez al día, cuatro veces a la semana durante dos semanas. Para este experimento 
también se utilizó el inhibidor de PI3K comercial, GDC-0941, a una concentración de 
10mg/kg o 75mg/kg. Después de las dos semanas de tratamiento, los animales fueron 
sacrificados y los tejidos fueron analizados. Se utilizaron de 4-6 machos obesos (8 
meses con dieta rica en grasa) de menos de 1 año de edad. 
2.4. Histología e inmunofluorescecia 
Los tejidos, tras la necropsia, fueron fijados en 10%formalina durante 16 horas. 
Después fueron embebidos en parafina y cortados para su posterior tinción con 
Hematoxilina y Eosina (H&E). 
 
Para la morfometría del tejido adiposo blanco, se utilizó el programa ImageJ para 
medir el área de los adipocitos. Para realizar el histograma de la distribución de áreas, 
se midió el área en más de 500 adipocitos por ratón. 
 
Para la detección de la actividad succinato deshidrogenasa (SDH), previamente se 
congeló el músculo gastrocnemio en isopentano y se hicieron cortes de 10 μm de 
grosor.  Se incuban los cortes en la solución SDH (5 ml 0,25 ml 0.2 M KH2PO4, 19 ml 0.2 
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M Na2HPO4, 25 ml 0.2 M succinato sódico, 1 ml 10% (w/v) de tetrazolio nitroazul  
(NBT) ,  ajustada a pH to 7.35 con 1 M NaOH) durante 1h a 37ºC y posteriormente se 
fija con formalina. Despues se montaron con un medio de montaje acuoso. 
 
Para la detección de focos γH2AX y 53BP1 por inmunofluorescencia en hígado, 
después de someter a los cortes de dicho tejido al proceso de exposición antigénica, se 
permeabilizaron las muestras mediante el tratamiento con una solucion de tritón X-100 
al 0,1% en PBS durante 45 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se 
bloquearon con una solución de albúmina de suero bovina (BSA) al 5% en PBS durante 
1h a 37ºC. A continuación se incubaron durante toda la noche a 4ºC con los anticuerpos 
γH2AX  o  53BP1 (NB100-304, Novus Biologicals, dilución 1:500) y se lavaron 3veces con 
PBS. Después se incubaron con el anticuerpo secundario fluorescente correspondiente 
(Jackson Inmunoresearch Laboratories, Inc, dilución 1:400) marcado con Cy3. Después de 5 
lavados con PBS, se dejaron secar y se montaron con medio de montaje Vectashield con 
4’,6-diamidino-2-fenilindol diclorhidrato (DAPI) a 0,2 μg/ml (Vector Laboratories). La 
captura de las imágenes se realizó en el microscopio confocal Leica TCS-SP2-AOBS-
UV. 
3. Experimentos in vitro 
Las líneas celulares utilizadas fueron cultivadas con DMEM, (Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium; Gibco), 10%de suero bovino fetal (FBS, Foetal Bovine Serum; Sigma o Gibco) y 1% 
de antibiótico antimicótico (Gibco). En todos los casos, las células se mantuvieron en 
incubadores a 37ºC y  5% de CO2.  
3.1. Preparación de fibroblastos murinos embrionarios (MEFs) 
Este protocolo se llevó a cabo como describieron Palmero y Serrano en 2001(Palmero 
and Serrano, 2001). Brevemente, se pusieron cruces pertinentes y se esperó hasta día 
E13.5 de desarrollo embrionario. En ese día se extraen los embriones del útero materno 
y se ponen en una placa de cultivo con PBS 1x y 1% antibiótico antimicótico. Uno a 
uno, se corta la cabeza (que se utilizará para extraer ADN y genotipar por PCR) y se 
separan las vísceras. El embrión se hace trocitos en una placa con 2x tripsina (Gibco) y 
se incuba a 37ºC y 5% de CO2 durante 20 minutos. Pasado este tiempo se disgrega el 
embrión utilizando una pipeta Pasteur y se incuba de nuevo 20 minutos. Tras ese 
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tiempo, se plaquean en botellas de cultivo T75. Al día siguiente se cambia el medio. 
Llegados a confluencia (1-2 días) se transfieren las células a botellas de cultivo T150 y 
se espera 1-2 días hasta llegar a confluencia. En este momento las células se congelan 
en nitrógeno líquido. 
3.2. Transducción retroviral 
Para la transformación oncogénica de fibroblastos primarios se utilizó primero pLXSN-
neo-E6 para inmortalizar los fibroblastos y tras 10 días de selección con neomicina, los 
fibroblastos se infectaron con pWZL-blast-middle-T (cedido amablemente por Jean 
Zhao, Dana Farber Cancer Institute, Boston) o con pBABE-puro-EGFRL858R (adquirido 
en Addgene #11022, y depositado por William Sellers y Matthew Meyerson).  
 
Para la reprogramación de fibroblastos embrionarios a células de tejido adiposo 
marrón, primero se inmortalizaron los fibroblastos con pLXSN-neo-E6  y tras 10 días 
de selección con neomicina, se infectaron los fibroblastos con pBABE-puro-Prdm16 
(adquirido en ADDGENE y depositado por Bruce Spiegelman) y con pBabe-puro-
C/ebpβ (cedido amablemente por Roger R. Gomis; IRB, Barcelona). 
 
Las pre-adipocitos 3T3L1 fueron transfectados con pBabe-puro-C/ebpβ (cedido 
amablemente por Roger R. Gomis; IRB, Barcelona). 
 
Para la preparación de los retrovirus se utilizaron células empaquetadoras 293T que 
fueron transfectadas con 4 μg de los plásmidos de interés y con 4 μg de pLPC-Eco para 
la formación de los virus, utilizando Fugene 6 (Roche). A día 1 se plaquean 8x105 células 
(fibroblastos o 3T3L1). A día 2 se recogen los sobrenadantes de las células 293T, se 
filtran con filtros de 45μm para evitar la contaminación con células empaquetadoras y 
se añade polibreno (8 μg/ml) ya que facilita la agregación de las partículas virales y su 
unión a las membranas celulares. Estos sobrenadantes se diluyen 1:2 en medio fresco y 
se añaden a las células de interés. Este procedimiento se repite por la tarde y al día 
siguiente (día 3). 24horas después, las células infectadas fueron seleccionadas en 
presencia de 1,5 μg/ml de puromicina (Sigma), 200 μg/ml de neomicina (Gibco) o 2 
μg/ml de blasticidina (Calbiochem). Una vez terminada la selección, las células se 
plaquearán para sus ensayos oportunos. 
Materiales y Métodos 
48 
3.3. Ensayo de formación de colonias 
Para este ensayo, se plaquearon 2x104 fibroblastos embrionarios primarios en 3 placas 
de 10 cm de diámetro (p100) y se incubaron durante 3 semanas a 37°C y 5% CO2, con 
cambios regulares de medio 2 veces a la semana. Pasado este tiempo, las células se 
fijaron con 2 ml de formaldehído (37%) por placa de 10 cm de diámetro, durante un 
mínimo de 30 minutos. A continuación se eliminó el medio con el fijador y se tiñeron 
las células con una solución de 20% Giemsa (Sigma) en PBS, durante 1 hora. Después se 
lavaron las placas con abundante agua, se dejaron secar y se contaron las colonias. 
3.4. Ensayo de formación de focos 
Para este ensayo, se infectaron fibroblastos primarios con el plásmido pLXSN-neo-E6 
para inmortalizarlos y posteriormente se infectaron con pWZL-blast-middle-T o con 
pBABE-puro-EGFRL858R. Una vez seleccionadas con la droga de adecuada, se 
plaquearon 1x104 en 3 placas de 10 cm de diámetro (p100) y se incubaron durante 2 
semanas a 37°C y 5% CO2, con cambios regulares de medio 2 veces a la semana. Pasado 
este tiempo, las células se fijaron con 2 ml de formaldehído (37%) por placa de 10 cm de 
diámetro, durante un mínimo de 30 minutos. A continuación se eliminó el medio con el 
fijador y se tiñeron las células con una solución de 20% Giemsa (Sigma) en PBS, durante 
1 hora. Después se lavaron las placas con abundante agua, se dejaron secar y se 
contaron los focos. 
3.5. Ensayo de proliferación 3T3 
Este protocolo se llevó a cabo como describieron Todaro y Green en 1963 (Todaro and 
Green, 1963). Se plaquean 106 células de cada genotipo en placa de 10 cm de 
diámetro(p100). A los tres días se contó el número total de células y se volvieron a 
plaquear 106 células. El incremento en el número de divisiones de la población (ΔPDL: 
Population Doubling Level) fue calculado según la fórmula ΔPDL= Log(nf/n0)/log2, 
donde nf es el número final de células y n0 el número inicial de células. 
 
Materiales y Métodos 
 49 
3.6. Estudio de la señalización de la ruta de insulina 
Para este ensayo se plaquearon 150000 células en placas de seis pocillos. A las 24h, se 
retiró el medio de cultivo y se añadió medio sin suero durante 24h, pasado este tiempo 
se incubaron 1h con PBS 1x. Posteriormente se añadió 1μg/ml de insulina (Sigma) 
durante 30 minutos. Tras este tiempo, se recogieron las células para su posterior 
análisis. 
3.7. Diferenciación de adipocitos 
Para la diferenciación de la línea de pre-adipocitos 3T3L1 en adipocitos marrones se 
siguió el protocolo descrito por Karamandilis G. en 2007 (Karamanlidis et al., 2007). 
Básicamente, primero se infectaron las células 3T3L1 con la construcción retroviral 
pBabe-puro-C/ebpβ y una vez seleccionadas con 1,5 μg/ml puromicina, se plaquearon 
150000 células para su posterior diferenciación. Para la diferenciación, las células se 
cultivan hasta confluencia y se tratan dos días con el medio siguiente: DMEM con 10% 
FBS y 1% antibiótico antimicótico; 20 nM de insulina, 1 nM T3 (Sigma) , 1 μM de 
rosiglitazona (Cayman Chemical), 0,5 mM de isobutimetilxantina (Sigma), 125 nM de 
indometacina (Sigma) y 5 μM de dexametasona (Sigma). Pasados estos dos días, se 
cambia el medio y se añade el medio de mantenimiento que contiene DMEM, 10% FBS, 
1% antibiótico antimicótico, 20 nM de insulina y 1 nM T3. Se cambia el medio cada dos 
días hasta la completa diferenciación de los adipocitos (6-8 días). 
 
Las líneas de pre-adipocitos marrones procedentes de neonatos fueron cedidas por la 
Dra. Ángela Martínez Valverde (IIB, Madrid). Para su diferenciación en adipocitos 
marrones se plaquearon 150000 células en placas de 6 pocillos en medio de cultivo 
DMEM, 10% FBS, 1% antibiótico antimicótico, 20 nM de insulina y 1 nM de T3. Tras 
esperar a confluencia, se trataron 2 días con medio de diferenciación (DMEM, 10% FBS, 
1% antibiótico antimicótico, 20 nM insulina, 1 nM T3, 0,5 μM Dexametasona, 0,125 μM 
indometacina; 0,5 mM isobutilmetilxantina y 1 μM rosiglitazona). Pasados esos dos 
días se cambió el medio por medio de mantenimiento (DMEM, 10% FBS, 1% antibiótico 
antimicótico, 20 nM insulina y 1 nM T3), que se cambia cada dos días hasta que los 
adipocitos estén totalmente diferenciados. Para comprobar la diferenciación, las placas 
se fijan formaldehído 10% durante mínimo 30 minutos y se tiñen con Oil-Red-O 
(Sigma). El Oil-Red se utiliza diluido en agua (por cada 3 ml de solución stock de Oil-
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Red-O se diluye en 2 ml de agua). La solución stock tiene una concentración al 0,5% de 
Oil-red-O en isopropanol. Una vez diluido en agua, se filtra para evitar el precipitado y 
se añade 1 ml de la solución a las placas previamente fijadas. 
3.8. Experimentos in vitro con los inhibidores de PI3K 
Las células 3T3L1-C/Ebpβ, los pre-adipocitos marrones o los adipocitos marrones una 
vez diferenciados se lavaron con PBS y se trataron durante 4 horas con medio DMEM 
10% FBS que contenía 10, 1 o 0,1 μM de forskolina (Sigma) (según se indique) y/o con 
10 ó 1μM de compuesto A (según se indique). Se utilizaron pre-adipocitos marrones 
paara los ensayos con los inhibidores de PI3K: Compuesto A (10, 1 y 0,1 μM), GDC-
0941 (10, 1 y 0,1 μM) y LY-294002 (200, 20 y 2 μM); se plaquearon 2 x 105 células y se 
trataron durante 4h. Posteriormente las células se recogieron para la extracción de proteína o 
RNA. 
3.9. Generación de tejido adiposo marrón ectópico 
La reprogramación de fibroblastos primarios y su transplante para la generación de 
tejido adiposo marrón se hizo como describieron S. Kajimura y B. Spiegelman en 2009 
(Kajimura et al., 2009). Los fibroblastos murinos embrionarios fueron inmortalizados 
con pLXSN-neo-E6 y posteriormente transducidos retroviralmente con pBabe-puro 
Prdm16 y C/ebpβ. Después de la selección con el correspondiente antibiótico, se 
expandieron los cultivos celulares y se inyectaron por vía subcutánea (10 x 106 células 
por sitio de inyección) a ratones  inmunodeficientes (se usaron machos de 10 semanas 
de edad). Después de dos meses los ratones fueron sacrificados y los depósitos de 
tejido adiposo marrón ectópico fueron procesados para histología. En algunos casos 
este tejido adiposo marrón ectópico no se llegó a formar. Las áreas ocupadas por este 
tejido adiposo marrón ectópico se cuantificaron excluyéndose las áreas que contenían 
tejido adiposo blanco y granulomas derivados de la inyección subcutánea. 
4. Ensayos bioquímicos 
4.1. Extracción de ADN 
Para el genotipaje de los ratones y de los fibroblastos embrionarios se aisló ADN 
procedente de la cola o la cabeza, respectivamente. Tras incubar el tejido durante la 
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noche con proteinasa K, (0,4 μg/ml; Roche) se añaden 500 μl de fenol: cloroformo: 
alcohol isoamílico (25:24:1)  y se centrifuga durante 5 minutos. Se separa la fase acuosa 
a la que se le añade 500 μl de isopropanol para precipitar el ADN, posteriormente se 
lava con Etanol 70%, se deja secar el precipitado y se resuspende en agua destilada. Se 
hace la dilución oportuna y se realiza una PCR en condiciones estándar para conocer el 
genotipo. Los oligonucleótidos que se utilizaron para el genotipaje se encuentran en la 
Tabla 3. 
4.2. Extracción de ARN y análisis de ADNc por RT-PCR 
Para el aislamiento de ARN se tratan las células o se homogeneizan los tejidos con 
Trizol (Invitrogen) y posteriormente se añade 0,2 volúmenes de cloroformo, se agita y se 
incuba 3 minutos a temperatura ambiente. Se centrifuga a 12000g 15 minutos a 4ºC. Se 
recoge la fase acuosa y se le añade 1 volumen de isopropanol. Se agita y se incuba a 
temperatura ambiente durante 15 minutos. Se centrifuga a 12000g 15 minutos a 4ºC. Se 
retira el sobrenadante y se lava con  500 μl de etanol 70%. Después se deja secar el 
precipitado y se resuspende en agua destilada-0,1%DEPC. 
 
Para la retrotranscripción de ARN en ADNc se usó el kit Ready-To-GoTM you-Prime First-
Strand Beads (GE Healthcare) y cebadores aleatorios (random primers, Invitrogen).  
 
La cuantificación de ADNc se realizó PCR cuantitativa a tiempo real (ABI PRISM 7700, 
Applied Biosystems) utilizando DNA Master Sybr Green mix 2x. Las secuencias de los 
oligonucleótidos utilizados se encuentran en la Tabla 4. Para la normalización de la 
expresión de ARN se utilizó β-actina. 
4.3. Extracción de proteínas e inmunodetección 
Los extractos de proteínas se obtuvieron lisando las células o los tejidos con el tampón 
de lisis RIPA que contiene 150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7.2, 0,1% SDS, 1% Tritón X-
100, 1% deoxicolato y 5 mM EDTA suplementado con inhibidores de proteasas (2 
mg/ml de aprotinina, 2 mg/ml de leupeptina, 2 mg/ml de pepstatina y PMSF 1 mM) e 
inhibidores de fosfatasas (ortovanadato sódico 0.1 mM y NaF 0.1 mM). Después de 20 
minutos en hielo, los extractos celulares se sonicaron durante 5 minutos y se 
centrifugaron durante 10 minutos a 13000 rpm a 4°C. La cuantificación de la cantidad 
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de proteína se midió por el método de  Bradford (Sigma). De 20-30 μg de proteína 
fueron cargados en geles de gradiente de Nupage Bis-Tris 4%-20%(Invitrogen) y se 
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Whatman Protran®). Las membranas se 
bloquearon durante la noche con 5% leche en TBS-Tween 0,2%. Los anticuerpos se 
incubaron con 5% BSA en TBS-Tween 0,2%. Los anticuerpos procedentes de Cell 
Signaling fueron utilizados para detectar Pten (#9552), P-S473-Akt (#4058), P-T308-Akt 
(#9275), P-T24/T32-Foxo1/3 (#9464), P-S636/S639 Irs1 (#2388), P-S240/S244-S6 
(#2215), y S6 (#2217). Para la detección de Akt se utilizó un anticuerpo de Upstate (#07-
416) y para β-actina se utilizó uno de Sigma (AC-15). Todos los anticuerpos se 
utilizaron a una dilución 1:500, excepto β-actina que se utilizó a 1:10000. 
 
La detección de proteína se realizó por quimioluminiscencia usando ECL (GE 
Healthcare) y posterior autorradiografía con películas Amersham HyperfilmTM ECL (GE 
Healthcare). 
5. Análisis estadísticos 
Las curvas de supervivencia se compararon utilizando el test logrank. En otros análisis 
estadísticos  que se indican en el apartado de “Resultados” se utilizó el test de Fisher o 
el test de Student de dos colas. La regresión de COX y el análisis de la covarianza 
(ANCOVA) de modelos lineales generales (GLMs) se desarrollaron utilizando la 
aplicación informática R. (http://www.r-project.org)  
6. Tablas de oligonucleótidos utilizadas 




O16-T7 Rv 5' TCA TCT CGG CTC CAT CGT TT 3' 
T7 Fw 5’  CCG CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG 3’ 
SP6 Fw 5’  GTC GAC ATT TAG GTG ACA CTA TAG AAG 3’ 
O16-SP6 Rv_ 5’ AGACTCTTTCCATCCTACATGGTGAC 3’ 
PTEN exón1 Fw 5' TGC GAG GAT TAT CCG TCT TCT C 3' 
PTEN exón1 Rv 5’  TGC ACA ACC CAA AGC GTC TA  3’ 
PTEN exón 1 Fw 2 5’  CCA GTC TCT GCA ACC ATC CAG  3’ 
PTEN exón 1 Rv 2 5’  TAT GCA CAA CCC AAA GCG TCT  3’ 
PTEN exón 3 Fw 5’ GAG CTG GGT ACA CTT GAA CTG CTA ATA 3’ 
PTEN exón 3 Rv 5’  TCT GTC TCC TTA GAA GCC ATC GT 3 
PTEN exón 5 Fw 5’  GGG TGA CGT GCA TTT GGA TT    3’ 
PTEN exón 5 Rv 5’  TCC AGG TAG GTC TTG GAT GTT CTC  3’ 
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NOMBRE SECUENCIA 
PTEN exón 7 Fw 5’  GTA AAG TTG CCT CTA TGC AGT TCA CA 3’ 
PTEN exón 7 Rv 5’  AGC CAA CAA ACT AAG GGT CGG 3 
PTEN exón 9 Fw 5’  GCA CAG TAG TCA ATC TTC AGG TCA TC 3’ 
PTEN exón 9 Rv 5’  CAC ATC AGC CTG TCT CCA CTT T 3’ 
PtenR 24B9 (Pten+/-) 5’  CCATCATTCCACAGCCACTCTA 3’ 
PGKr 2B2 (Pten+/-) 5’ GCCTACCCGCTTCCATTGCT 3’ 
PGen1 (Pten+/-) 5’  TGGGAAGAACCTAGCTTGGAGG 3 
pTARBAC Fw 5' ACCGACGATACAAGTGGAACAGT 3' 
pTARBAC Rv 5' TCGCCCAACAAGTGCTTATG 3' 
p53f_12B7 (p53-/-) 5' TGG TTT GTG CGT CTT AGA GAC AGT 3' 
p53r_1B3  (p53-/-) 5'  AAG GAT AGG TCG GCG GTT CAT 3' 
pPNTf_2B5  (p53-/-) 5' CCA GCT CAT TCC TCC CAC TCA 3' 
 
 
Tabla 4. Oligonucleótidos utilizados para  PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR) 
 
NOMBRE SECUENCIA 
β-Actina Fw 5' GGC ACC ACA CCT TCT ACA ATG 3' 
β-Actina Rv 5' GTG GTG GTG AAG CTG TAG CC 3' 
Adiponectin Fw 5' GGA TGC TAC TGT TGC AAG CTC 3' 
Adiponectin Rv 5' TCC TGT CAT TCC AAC ATC TCC 3' 
Adipor1 Fw 5'  GCA TCT CTG CCA TCA TTG TG  3' 
Adipor1 Rv 5'  TGG ACA CAC CAT AGA AGT GGA C  3' 
Adipor2 Fw 5'  GAG CCC AGC TTA GAG ACA CCT  3' 
Adipor2 Rv 5'  TAG CAC ATC GTG AGG GAT CA  3' 
aP2 Fw 5' GCA GAC GAC AGG AAG GTG A 3' 
aP2 Rv 5' CTT GTG GAA GTC ACG CCT TT 3' 
Cidea Fw 5'ATC ACA ACT GGC CTG GTT ACG 3' 
Cidea Rv 5' TAC TAC CCG GTG TCC ATT TCT 3' 
Cox7a1 Fw 5' CAG CGT CAT GGT CAG TCT GT 3' 
Cox7a1 Rv 5' AGA AAA CCG TGT GGC AGA GA 3' 
Cox8b Fw 5' GAA CCA TGA AGC CAA CGA CT 3' 
Cox8b Rv 5' GCG AAG TTC ACA GTG GTT CC 3' 
CoxIVb Fw 5' AGA TGA ACC ATC GCT CCA AC 3' 
CoxIVb Rv 5' ATG GGG TTG CTC TTC ATG TC 3' 
Cpt1a Fw 5' TCA ATC GGA CCC TAG ACA CC 3' 
Cpt1a Rv 5' CTT TCG ACC CGA GAA GAC CT 3' 
Cpt1-m-Fw 5' CAA GTC ATG GTG GGC AAC TA 3' 
Cpt1-m-Rv 5' GCT GCT TGC ACA TTT GTG TT 3' 
Cyt C Fw 5'  GGA GGC AAG CAT AAG ACT GG  3' 
Cyt C Rv 5' TCC ATC AGG GTA TCC TCT CC 3' 
Elovl3 Fw 5' GAT GGT TCT GGG CAC CAT CTT 3' 
Elovl3 Rv 5' CGT TGT TGT GTG GCA TCC TT 3' 
Glut1 Fw 5' GCA GTT CGG CTA TAA CAC TGG 3' 
Glut1 Rv 5' AGG CCA ACA GGT TCA TCA TC 3' 
Glut4 Fw 5' ACG GTC TTC ACG TTG GTC TC 3' 
Glut4 Rv 5' CTC AAA GAA GGC CAC AAA GC 3' 
Lcad Fw 5' TTG GAT TCT CAA TGG AAG CA 3' 
Lcad Rv 5' GGC AAT CGG ACA TCT TCA AA 3' 
Mcad Fw 5' GGA GCA GCC AAT GAT GTG T 3' 
Mcad Rv 5' GGT TAG AAC GTG CCA ACA AGA 3' 
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NOMBRE SECUENCIA 
mouse p16 Fw 5' TAC CCC GAT TCA GGT GAT 3' 
mouse p16 Rv 5' TTG AGC AGA AGA GCT GCT ACG T 3' 
MyH2 Fw (MyHC IIa) 5' GCA AAC ACG AGA GAC GAG TG 3' 
MyH2 Rv (MyHC IIa) 5' CAG CTT GTT GAC CTG GGA CT 3' 
MyH4 Fw (MyHC IIb) 5’AAC CTG ATG CAG GCT GAG AT 3’ 
MyH4 Rv (MyHC IIb) 5’TCC TGC TCC TTC TTC AGC TC 3’ 
Pdk4 Fw 5' CGC TTA GTG AAC ACT CCT TCG 3' 
Pdk4 Rv 5' CGA ACT TTG ACC AGC GTG T 3' 
Pgc1a Fw  5’ AAG TGT GGA ACT CTC TGG AAC TG 3’ 
Pgc1a Rv 5’ GGG TTA TCT TGG TTG GCT TTA TG 3’ 
Ppard Fw 5' ACC AGA ACA CAC GCT TCC TT 3' 
Ppard Rv 5' TTG CGG TTC TTC TTC TGG AT 3' 
Pparg Fw 5'  AGG CCG AGA AGG AGA AGC TGT TG 3' 
Pparg Rv 5' TGG CCA CCT CTT TGC TCT GCT C 3' 
Pten Fw 5' CAA ATA TTA TTG CTA TGG GAT TTC CTG C  3' 
Pten Rv 5' GCT GTG GTG GGT TAT GGT CTT C 3' 
Tnni1 Fw (TropoI slow) 5'GCC TCC ACA ACA CCA GAG AG 3’ 
Tnni1 Rv (TropoI slow) 5' GCC AGA CAT AGC CTC CAC AT 3' 
Ucp1 Fw 5' ACT GCC ACA CCT CCA GTC ATT 3' 
Ucp1 Rv 5' CTT TGC CTC ACT CAG GAT TGG 3' 
Ucp3 Fw 5’ ACT CCA GCG TCG CCA TCA GGA TTC T 3’ 








































1. Generación del ratón transgénico Pten 
Para entender el posible papel de PTEN sobre el metabolismo y el envejecimiento 
generamos los ratones Ptentg. Para ello, se utilizó un cromosoma artificial de bacterias 
(BAC) que contiene toda la secuencia genómica de Pten incluyendo las regiones 
reguladoras. El BAC elegido fue un fragmento de DNA de 127 kb clonado en el vector 
pTARBAC que contiene las secuencias T7 y SP6 flanqueando al fragmento de DNA 
(Figura 8). Estas secuencias T7 y SP6, se usarán posteriormente para la estrategia de 
genotipaje de los ratones que lleven integrado el BAC en su genoma. 
 
 
Figura 8. Esquema de la secuencia genómica de Pten y BAC utilizado para la microinyección. 
El BAC elegido no contiene ninguna secuencia completa de otro gen. 
 
Después de linearizar el BAC con la encima de restricción PI-SceI, el BAC se 
microinyectó en oocitos fecundados de fondo mixto F1[CBA/BL6] que se implantaron 
en hembras pseudo-gestantes. Se obtuvieron 14 ratones y se comprobó que llevaban el 
transgén por PCR del extremo T7 y SP6. De los 14 ratones analizados, se encontraron 
tres posibles fundadores ya que resultaban positivos para las PCRs de T7 y SP6 (O16.1, 





Figura 9. Estrategia de genotipado de los posibles fundadores. PCR de las regiones terminales 
SP6 y T7 del BAC en los ratones nacidos de la microinyección. Se obtuvieron 3 posibles 
fundadores, llamados O16.1, O16.2 y O16.3. 
 
El siguiente paso fue analizar si estos fundadores transmitían el transgén. Para ello se 
cruzaron con ratones wild type de fondo C57BL6 y se analizó la progenie por PCR de las 
regiones terminales T7 y SP6. Como se puede observar en la Figura 10, el posible 
fundador O16.1 transmite el transgén completo ya que la PCR es positiva para ambas 
regiones, T7 y SP6; mientras que en la descendencia del ratón  O16.3, sólo está presente 
el extremo SP6. Los resultados del genotipaje de las crías de O16.2 no se muestran, pero 
fueron negativos para ambas regiones terminales. En resumen, una línea de las tres 
generadas transmitía el transgén completo y a los descendientes del fundador O16.1 
los llamamos ratones Ptentg. 
 
Figura 10. El ratón fundador O16.1 transmite el transgén. Genotipaje de la descendencia de los 
posibles fundadores O16.1 y O16.3. La progenie que desciende del fundador O16.1 tiene el BAC 




2. Caracterización del ratón transgénico Pten 
Se analizaron las camadas descendientes del fundador O16.1 y sucesivas y se observó 
que son viables y también fértiles. De 571 ratones nacidos, 409 fueron wild type (72%) y 
162 fueron Ptentg (28%), por lo que las esperadas proporciones mendelianas (50% wild 
type; 50% Ptentg) de transmisión del BAC no se cumplen (Tabla 5). También se 
analizaron embriones de 13.5 días. De 77 embriones analizados, 42 eran wild-type (55%) 
y 35 (45%) eran Ptentg que si cumplen las proporciones mendelianas indicando que la 
reducción en el número de transgénicos no es un problema en el desarrollo 
embrionario al menos hasta este día (Tabla 5), y sugiere que la reducción en el número 
de ratones transgénicos viables se debe a una muerte perinatal. Una posible explicación 
es la muerte por abandono de la madre debido a las que las crías Ptentg son más 
pequeñas (como se verá más adelante). Hay en la literatura otros casos de modelos 
genéticamente modificados, como los animales deficientes en el receptor de la 
hormona del crecimiento, GHR-null, que nacen más pequeños y mueren debido al 
abandono de las madres (Coschigano et al., 2003). 
 
Cruces Pten+/+ x Pten+/+;tg/+ 
embriones de 13.5 días ratones destetados  
observado esperado observado esperado 
Pten+/+ 55% (42) 50% 72% (409) 50% 
Pten+/+;tg/+ 45% (35) 50% 28%(162) 50% 
Test de Fisher p=0,1 p=0,00001 
Tabla 5. Letalidad perinatal de los ratones Ptentg 
2.1. Expresión del alelo transgénico de Pten 
El siguiente paso en la caracterización de esta línea fue el análisis de la expresión de 
Pten en distintos tejidos y en fibroblastos embrionarios (MEFs). Para ello se utilizaron 
tres ratones machos de cada genotipo. Se analizó la expresión de ARN mensajero 
(ARNm) de Pten en cerebro, pulmón, corazón, hígado, músculo, timo, piel, tejido 
adiposo blanco (WAT), tejido adiposo marrón (BAT) y fibroblastos embrionarios 
(MEFs) mediante qRT-PCR. Como podemos observar en la Figura 11a, la expresión de 
PTEN en los distintos tejidos de los ratones Ptentg es mayor que en los wild type, siendo 
la media dos veces mayor con respecto al wild type. Además se midieron los niveles de 
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proteína de Pten mediante Western Blot (WB) en cerebro (Figura 11b) y en MEFs 
(Figura 11c) lo que confirma que también hay más proteína. 
 
Figura 11. Los ratones Ptentg tienen más expresión de Pten. a. Niveles de ARNm en los tejidos 
indicados (cb: cerebro; cr: corazón; hg: hígado; pl: pulmón, rñ: riñón; pi: piel; mc: músculo; B: 
BAT, tejido adiposo marrón; W: WAT, tejido adiposo blanco; M: MEFs, fibroblastos murinos 
embrionarios). Las barras representan la media ± desviación típica (dt). La significancia 
estadística fue calculada con la prueba t de Student. *p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001. b. 
Inmunodetección de Pten en cerebro. c. Inmunodectección de Pten en MEFs.  
 
2.2. Funcionalidad del transgén 
Una vez generados los ratones Ptentg, nos preguntamos si este transgén era funcional 
tanto in vivo como in vitro. 
 
2.2.1. Funcionalidad del transgén in vitro. Estudios en MEFs 
Para estudiar el impacto de la  sobre-expresión de Pten en la ruta de señalización de 
PI3K in vitro utilizamos fibroblastos murinos embrionarios (MEFs) y miramos si la 
presencia del alelo transgénico de Pten afectaba a la fosforilación de Akt en el residuo 
Serina 473 (S473), principal diana de la activación de la ruta de señalización de PI3K. 
Como se puede ver en la Figura 12a, acompañando a unos mayores niveles de proteína 
de Pten, se ve una menor fosforilación en el residuo S473 de Akt. También se estudió la 
ruta de señalización de PI3K después de estimular las células con insulina, uno de los 
principales activadores de dicha ruta (Summers and Birnbaum, 1997). Como se observa 
en la Figura 12b, después de estimular con insulina, hay una menor fosforilación de 
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Mueckler, 2005; Jacinto et al., 2006; Sarbassov et al., 2005)) como en el residuo treonina 
308 (T308) mediada por la quinasa PDK1 (Alessi et al., 1997), necesarias para la 
activación de Akt. Además se observa una menor fosforilación en la treonina 24 (T24) 
de Foxo1 y en la treonina 32 (T32) de Foxo3a, proteínas que son dianas de la actividad 
quinasa de Akt y cuya fosforilación mediada por Akt inhibe la función de estos dos 
factores de transcripción. 
 
Figura 12. Reducción de la señalización de la ruta PI3K/AKT en los MEFs Ptentg a. Niveles de 
proteína de Pten, P-Akt (S473) y Akt en MEFs primarios. b. Detección de los niveles de proteína 
de Pten, P-Akt (S473), P-Akt (T308), Akt y P-Foxo1/3a (T24/T32) en condiciones estándar de 
cultivo (C), sin suero 24h (-), sin suero 24h y estimuladas con 1μg/ml de insulina durante 30 
minutos (+). 
 
Para estudiar el potencial proliferativo de los MEFs se hizo un ensayo de formación de 
colonias en el que se plaquearon los MEFs a baja densidad (20000 células por placa de 
10 cm de diámetro). Se vio que los MEFs Ptentg tienen una capacidad menor de formar 
colonias que los MEFs wild type (Figura 13a) y además se observó en el protocolo 3T3 
(“3-day transfer inoculum of 3 x 105 cells) que las células Ptentg tienen una tasa de 
proliferación menor y entran antes en senescencia (Figura 13b) con lo que podemos 






























Figura 13. Los fibroblastos embrionarios Ptentg tienen una capacidad proliferativa menor. a. 
Ensayo de formación de colonias. Las gráficas muestran el número de colonias formadas 
después de 3 semanas en cultivo. n=3 alícuotas independientes de MEFs por genotipo. b. 
Cultivo seriado 3T3 de MEFs Ptentg. Las gráficas representan el número de divisiones celulares 
(PDL) que cada cultivo acumula en cada pase. Como control se incluyen curvas de crecimiento 
correspondientes a MEFs wild type y p53-/-. La significancia estadística entre el wt y Ptentg fue 
calculada con la prueba t de Student. *p<0,05. 
 
Posteriormente estudiamos la susceptibilidad de los MEFs Ptentg a la transformación 
oncogénica mediada por los oncogenes middle-T y EGFRL858R. La actividad oncogénica 
de estos genes es dependiente de la función de PI3K (Druker et al., 1990; Sordella et al., 
2004; Utermark et al., 2007; Zhao et al., 2006). Para este experimento se usaron MEFs 
previamente inmortalizados con la oncoproteína E6 (procedente del papilomavirus 
humano) la cual se une a p53 y promueve su degradación (Munger et al., 1992). En 
ambos casos, después de infectar los MEFs,previamente inmortalizados, con middle-T 
y EGFRL858R y plaquear a baja densidad (10000 células en placa de 10 cm de diámetro) 
se observó que los MEFs Ptentg son más resistentes a la transformación oncogénica que 
los MEFs wild-type (Figura 14a y b). Por tanto podemos decir que los MEFs Ptentg están 
















































Figura 14. Los MEFs Ptentg son más resistentes a la transformación oncogénica inducida por 
middle-T (a) y EGFRL858R (b). Ensayo de formación de focos en el que se muestran el número de 
focos formados por los MEFs inmortalizados con E6 e infectados con los oncogenes indicados 
(n=3 por genotipo) después de plaquear 10000 células en placas de 10 cm de diámetro y tras tres 
semanas en cultivo. Las barras representan la media ± la desviación típica La significancia 
estadística fue calculada con la prueba t de Student. *p<0,05. 
 
2.2.2. Funcionalidad del transgén in vivo 
Para comprobar la funcionalidad del transgén in vivo, cruzamos los ratones Ptentg con 
ratones Pten heterocigotos (Pten+/-), intentando así rescatar el fenotipo letal 
embrionario de los ratones que no poseen Pten (Pten-/-) (Di Cristofano et al., 1998). 
Después de los cruces necesarios, se consiguió que nacieran ratones Pten-/-;tg (Figura 
15a) y además se consiguió retrasar la aparición de cáncer prematuro de los ratones 










































Figura 15. El transgén rescata el fenotipo de los ratones Pten-/- y Pten+/-. a. Fotografía 
representativa que muestra que el transgén es capaz de rescatar la letalidad embrionaria de los 
ratones Pten-/-.b. Curva de supervivencia Kaplan-Meier donde se muestra que los ratones 
Pten+/-;tg rescatan el fenotipo de cáncer prematuro de los ratones Pten+/-. La significancia 
estadística de la curva de supervivencia se calculó por el test log-rank. ***p<0,001 
 
3. Estudio del efecto de Pten sobre metabolismo 
Debido a que Pten es uno de los moduladores negativos de la ruta de señalización 
PI3K/AKT que participa activamente en el metabolismo de la glucosa quisimos 
abordar el fenotipo metabólico que pudieran tener los ratones que poseían sobre-
expresión de Pten. Por ello, estudiamos distintas características metabólicas como el 
peso corporal, la ingesta de comida, el gasto energético, la respuesta a una dieta rica en 
grasas, el tejido adiposo blanco y el tejido adiposo marrón. 
3.1. Impacto de la sobre-expresión de Pten sobre el peso corporal 
El primer fenotipo que nos llamó la atención, fue que estos ratones son más pequeños 
como se puede observar en la Figura 16 tanto en estadio embrionario E13.5 (Figura 
16a) como en estadio adulto (Figura 16b). Seguimos su evolución de pesos durante casi 
dos años y se observó que tenían un peso corporal menor (Figura 16c). Los machos 
jóvenes Ptentg pesan un 27% menos que los machos wild-type y las hembras un 28% 
menos, siendo más acusada está diferencia conforme los ratones van envejeciendo 
llegando a un 35% de reducción de peso en los machos Ptentg viejos y un 44% en las 
hembras Ptentg viejas (Figura 16d y e). 
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Figura 16. Los ratones Ptentg son más pequeños y presentan un menor peso corporal. a. 
Fotografía representativa de embriones wild type y Ptentg en estadio E13.5. b. Fotografía 
representativa de ratones wild type y Ptentg de 6 meses de edad. Gráfica de pesos a lo largo de 90 
semanas correspondiente a machos (c) y hembras (d). e. Gráfica que muestra el peso de medio 
de los ratones Ptentg comparado con wild type tanto en ratones jóvenes como en viejos. Las 
gráficas representan la media ± la desviación típica. La significancia estadística fue calculada 
con la prueba t de Student.*p<0,05; ***p<0,001. 
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Este fenotipo es similar a otros modelos de ratones que tienen la señalización de la ruta 
de PI3K disminuida como el modelo Ak1+/-;Akt2-/-;Akt3-/- (Dummler et al., 2006) o el 
modelo de ratón S6K1-/- (Um et al., 2004) donde ven una reducción en el tamaño 
corporal. También se ha publicado que los modelos de ratones con una señalización 
disminuida en el eje insulina/IGF1 también presentan un tamaño corporal reducido 
(Bartke, 2008). 
 
Además comprobamos que esta reducción en el tamaño corporal, era proporcional al 
tamaño de los órganos y que no presentaban defectos en el tamaño de los tejidos 
analizados (Figura 17a y b)  
 
Figura 17. Los órganos de los ratones Ptentg tienen el mismo tamaño relativo que los órganos 
de los ratones wild type. a. Peso de los órganos de los ratones Ptentg. b. Peso de los tejidos 
indicados relativizado al peso corporal de los ratones (b: bazo; ti: timo; te: testículo; cr: corazón; 
pl: pulmón; rñ: riñón; cb: cerebro; hg: hígado). Las barras representan la media ± la desviación 
típica La significancia estadística fue calculada con la prueba t de Student. *p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,001. n=8  machos por genotipo de 3 meses de edad. 
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3.2. Impacto de la  sobre-expresión de Pten sobre la ingesta 
Ante la reducción del tamaño corporal, nos plateamos si se debíao a un problema de 
falta de nutrición así que medimos la ingesta y la excreción utilizando para ello cajas 
metabólicas. Vimos que los ratones transgénicos comen más (Figura 18a y c) y cuando 
se relativiza al peso corporal esta diferencia se hace mayor (Figura 18b y d). Estas 
diferencias sugieren que los ratones Ptentg son hiperfágicos, lo cual, combinado con el 
hech de que pesan menos, sugiere que podrían tener una alteración en el gasto 
energético.  
 
Figura 18. Los ratones Ptentg son hiperfágicos. a. Medida de la ingesta de agua y comida de los 
ratones Ptentg. b. Medida de la excreción (heces y orina) de los ratones Ptentg. c. Medida de la 
ingesta relativa al peso del ratón de los ratones Ptentg. d. Medida de la excreción relativa al peso 
de cada ratón. Se utilizaron 8 ratones por grupo y estuvieron 4 días en las cajas metabólicas. Las 
gráficas representan la media ± desviación típica. La significancia estadística fue calculada con 






















































3.3. Impacto de la sobre-expresión de Pten sobre el gasto energético 
Para medir el gasto energético (energy expenditure, EE) de los ratones, éstos se 
trasladaron a la unidad de fenotipado del Instituto de Ciencias de la Salud en Zaragoza 
(I+CS). Allí se realizaron estudios de calorimetría indirecta a 23ºC con acceso a comida 
y agua, en el que se midió en un periodo de 24h el oxígeno consumido, el CO2 
exhalado y con estos valores se calculó el gasto energético. Se observó que los ratones 
Ptentg tienen un mayor consumo de VO2, una mayor producción de CO2 y por lo tanto 
un mayor gasto energético (Figura 19a, b y c), lo que podría explicar que fueran 
hiperfágicos. Sin embargo no observamos cambios en el cociente respiratorio (RQ). 
(Figura 19d) que es un indicador del sustrato que se utiliza como fuente de energía (los 
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Figura 19. Los ratones Ptentg tienen mayor gasto energético. a. Consumo de O2 de machos 
(izquierda) y hembras (centro) durante 24h (12 horas de periodo diurno, 12 horas de periodo 
nocturno) a 23ºC. A la derecha se representa el área bajo la curva (AUC) de las gráficas de 
machos y hembras. b. Producción de CO2 de machos (izquierda) y hembras (centro) durante 
24h (12 horas de periodo diurno, 12 horas de periodo nocturno) a 23ºC. A la derecha se 
representa el área bajo la curva (AUC). c. Gasto energético (EE) de machos (izquierda) y 
hembras (centro) durante 24h (12 horas de periodo diurno, 12 horas de periodo nocturno) a 
23ºC. A la derecha se representa el área bajo la curva (AUC). d. Cociente respiratorio 
(VCO2/VO2) de machos (izquierda) y hembras (centro) durante 24h (12 horas de periodo 
diurno, 12 horas de periodo nocturno) a 23ºC. A la derecha se representa el área bajo la curva 
(AUC). Se utilizaron 8-10 ratones por sexo y genotipo. Las gráficas representan la media ± 
desviación típica. La significancia estadística del AUC fue calculada con la prueba t de Student. 
*p<0,05;**p<0,01; ***p<0,001. 
 
La medida del gasto energético en kcal/día/kg está siendo muy discutida (Arch et al., 
2006; Nedergaard and Cannon, 2010) y no hay acuerdo sobre cómo corregir el gasto 
energético por el peso, especialmente cuando se trata de grupos de animales con 
distinto peso corporal y con distinta adiposidad (el tejido graso es casi inactivo 
metabólicamente). Algunas publicaciones indican que hay que representar el gasto 
energético como Kcal/día (sin corregir por el peso), otros como kcal/día/kg o 
kcal/día/kg0,75 y otros en lugar de utilizar el peso total del animal se plantean usar 
como divisor el peso del tejido magro, tejido metabolitamente activo que no incluiría el 
peso de la grasa. Esto tampoco es una solución satisfactoria pues la división por el peso 
(total o magro) asume que ambos parámetros son directamente proporcionales, cuando 
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es necesaria la aplicación de modelos lineales generales (GLMs) y análisis de la 
covarianza (ANCOVA) para demostrar que este gasto energético es debido al genotipo 
y no a las diferencias de peso de cada grupo experimental (Arch et al., 2006). 
  
Siguiendo estas indicaciones, aplicamos un modelo lineal general con las medidas de 
peso del tejido magro (considerado el tejido metabólicamente activo) frente a la tasa 
metabólica basal medida a 23ºC y a 30ºC. La tasa metabólica basal (RMR, resting 
metabolic rate) se define como la media de las 3 medidas de consumo de O2 más bajas 
durante el periodo diurno (Feldmann et al., 2009). La tasa metabólica basal no se ve 
afectada por la actividad del animal ni por la energía usada en consumir y digerir 
alimentos. En el caso de la termoneutralidad (30ºC), también se minimiza el gasto 
energético en termogénesis. Por estas razones, se consideran que estas medidas son 
más precisas. 
 
En primer lugar, hicimos un gráfico en el que el eje de las X representa los valores de 
tejido magro (g) y en el eje de las Y los valores de RMR y ajustamos la nube de puntos 
de cada grupo a una recta (Figura 20).  
 
Figura 20. Regresión lineal de RMR a 23ºC. Gráfico donde se representa el tejido magro (g) 
frente al RMR a 23ºC (media de las 3 medidas de VO2 más bajas durante el día). 
 
Se comprobó que los valores seguían una distribución normal utilizando el test 
Kolmogorov-Smirnov y se examinó la homogeneidad de las varianzas a lo largo de la 
recta de regresión de los genotipos utilizando el test F. Estas dos premisas deben 
cumplirse para poder aplicar un modelo lineal. El modelo lineal general (GLM) se usó 
para representar RMR como variable dependiente en función del genotipo (factor: 
y = 0,1168x - 0,7332 
R 2  = 0,8141
y = 0,0145x + 1,4157 
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wt=0, tg=1) y del peso del tejido magro (LM) como covariable. El modelo lineal general  
indica que, en este caso, existe interacción significativa entre las variables (señalado en 
la ecuación del GLM como *). Esto puede observarse gráficamente en la Figura 20 ya 
que la interacción implica que las pendientes de las dos rectas de regresión son muy 
diferentes. Estas son las ecuaciones del modelo lineal: 
RMR23°C = 1,41568 -2,149(Genotipo(0,1)) + 0,01450 (LM) + 0,10231(Genotipo(0,1)*LM); 
 R2:  0,7701. 
 
Las cuales se pueden reescribir como: 
 
RMR23°C-wild type = 1,41568 + 0,01450 (LM); R2: 0,034. 
RMR23°C-tg= (1,41568 -2.149) + (0,01450+0,1) (LM); R2: 0,81. 
 
Por tanto no se puede aplicar por definición un modelo lineal general, ni se puede 
hacer un análisis de la varianza (ANCOVA) ya que las rectas deberían tener pendientes 
parecidas. Así, seguimos las recomendaciones que se habían publicado anteriormente 
(Arch et al., 2006) en las que se sugiere el uso de una recta de regresión para cada 
grupo para predecir qué RMR correspondería a cada animal de cada grupo si hubiera 
tenido un tejido magro correspondiente a la media de tejido magro del wild type y de 
Ptentg combinado. 
RMRadj_wild type= RMRobservada_wild type –(LMpendientewild type(LMobservada_wild type – 
 LMmedia_wild type+tg)) 
 
RMRadj_tg = RMRobservada_tg –(LMpendientetg(LMobservada_tg – LMmedia_wild type+tg)) 
 
Estas ecuaciones se utilizaron para calcular los valores de RMR ajustados y se 
representaron en un diagrama de barras (Figura 21) calculando su significancia 
estadística aplicando un test de Student el cual salió significativo.  
 
Figura 21. RMR ajustada a 23ºC. Los ratones Ptentg tienen mayor RMR a 23ºC. Gráfico donde 
se representa la RMR ajustada. Las barras representan la media ± la desviación típica La 

















El modelo lineal general también se aplicó cuando se estudió el gasto energético a 30ºC, 
es decir, a termoneutralidad. El estado de termoneutralidad se considera a la 
temperatura en la cual no se estimula la producción de calor para mantener la 
temperatura corporal. En ratones, esta temperatura es 30ºC. Además en este estudio a 
30ºC los ratones están en ayunas por lo que el gasto de energía que se registrará será el 
debido a mantener su metabolismo basal y no se empleará en actividad física para 
buscar comida y alimentarse. En estas condiciones se midió la tasa metabólica basal y 
representó frente al tejido magro en un gráfico XY (valores en la Tabla 6 y Figura 22).  
 
Figura 22. Regresión lineal de RMR a 30ºC Gráfico donde se representa el tejido magro (g) 
frente al RMR (media de las 3 medidas de VO2 más bajas durante el día) a 30ºC. 
 
Se comprobó que los valores seguían una distribución normal utilizando el test 
Kolmogorov-Smirnov y se examinó la homogeneicidad de las varianzas a lo largo de la 
recta de regresión de los genotipos utilizando el test F. Se aplicó el modelo lineal 
general al igual que en el estudio a 23ºC y se vio que este modelo no tenía interacción. 
Esta es la ecuación: 
RMR30°C = -1.14789 + 0.49410 (Genotipo (0,1) + 0.09181 (LM) 
 R2: 0.746. 
 
Al no tener interacción se hizo un análisis de la covarianza (ANCOVA) y se observó 
que la tasa metabólica basal sí se ve afectada significativamente por el genotipo además 






y = 0,0798x - 0,4326 
R 2  = 0,6779 
y = 0,1007x - 1,376 
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RMR ajustada a 
la recta de 
regresión 
RMR23ºC 0,03 n.a n.a 0,025 
RMR30ºC 0,56 3,0e-03 2,5e-04 n.a 
Tabla 6. Resumen de los test estadísticos utilizados durante el análisis del gasto energético. 
El modelo lineal general para RMR23ºC  predice que hay interacción entre la variable genotipo y 
la variable tejido magro (LM). Para RMR30ºC no hay interacción (segunda columna). En la tercera 
y cuarta columna se muestra el p-valor del análisis de la covarianza de genotipo y tejido magro 
(LM) con respecto a RMR. A 23ºC no es aplicable (n.a.). En la quinta columna se muestra la 
significancia estadística del test t de Student para la RMR a 23ºC.  
 
Todos estos análisis estadísticos nos llevan a la conclusión de que los ratones Ptentg 
tienen mayor gasto energético que los ratones control. 
 
Dos parámetros que influyen en el gasto energético son la actividad locomotora y la 
temperatura corporal. Se midieron ambos parámetros durante 48h-72h y se observó 
que ambos grupos tienen la misma actividad locomotora (Figura 23a) y temperatura 
corporal (Figura 23b). Así pues se pueden excluir estos factores como posibles 





































Figura 23. Los ratones PTEN tg tienen la misma actividad locomotora y la misma temperatura 
corporal que los ratones wt. a. Actividad locomotora medida utilizando cajas de actividad 
durante 48 horas (dos periodos diurnos y dos nocturnos). El gráfico de barras de la derecha 
representa el área bajo la curva (AUC) en el periodo de luz y oscuridad. Los valores 
corresponden a la media ± desviación estándar. n=8 machos por genotipo de 3meses de edad. b. 
Temperatura corporal medida por transmisor implantado en la región peritoneal de los ratones. 
Por telemetría, se graban datos de temperatura cada 2 minutos durante 72h a 23ºC. Los valores 
corresponden a la media.n=6 por genotipo de 6 meses de edad. 
3.4. Impacto de la sobre-expresión de Pten en el tejido adiposo 
blanco 
Los altos niveles de gasto energético están asociados generalmente a una reducción en 
el almacenamiento de nutrientes y a la protección frente al daño metabólico. En un 
primer estudio de la grasa del ratón Ptentg, nos dimos cuenta que presentaba una 
menor acumulación de grasa (Figura 24a). Para profundizar en el estudio de la grasa, 
medimos la cantidad acumulada en los ratones transgénicos y en los wild-type 
utilizando la técnica de densitometría (DXA, Dual energy X ray Absorptiometry) tanto en 



















Figura 24. Menor adiposidad en los ratones Ptentg. a. Imagen representativa de la grasa 
epididimal de ratones wild type (izquierda) y ratones Ptentg (derecha). b. Adiposidad medida 
por DXA en la que se representa el cociente entre la cantidad de grasa en gramos dividido por 
la cantidad de grasa más la cantidad de tejido magro. En la parte inferior de la figura, aparecen 
imágenes representativas de los resultados del DXA. Las barras representan la media ± 
desviación típica. La significancia estadística fue calculada con la prueba t de Student. *p<0,05;  
***p<0,001. 
 
En un análisis de la distribución de superficie celular de los adipocitos blancos 
(morfometría) se observó que en los ratones Ptentg, el área de los adipocitos es menor 
que en los ratones wt (Figura 25). Por lo que podemos concluir que los ratones Ptentg 
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   a                                  b 
 
Figura 25. Reducción del tamaño de los adipocitos en los ratones Ptentg. a. Corte histológico y 
tinción con H&E de la grasa epididimal de ratones wild type (arriba) y ratones Ptentg (debajo). 
Las barras indican 100μm. b. Histograma de la distribución de las áreas de los adipocitos en 
ratones Ptentg. Las barras representan el porcentaje de los adipocitos totales que tienen el área 
indicada. La significancia estadística fue calculada con la prueba t de Student. *p<0,05; **p<0,01. 
3.5. Impacto de la  sobre-expresión de Pten sobre el daño metabólico 
producido por HFD 
Es conocido que la alimentación continuada con HFD provoca una acumulación de 
grasa en el hígado que termina derivando en el desarrollo de hígado graso o esteatosis, 
lo que puede provocar esteatohepatitis no alcohólica (Perlemuter et al., 2007). Dado 
que los altos niveles de gasto energético están asociados generalmente a una reducción 
en el almacenamiento de nutrientes y a la protección frente al daño metabólico, 
quisimos explorar el impacto de la sobre-expresión de Pten frente al daño metabólico 
producido por HFD. Tras 6 meses de alimentación con una dieta rica en grasa, los 
ratones Ptentg engordaron igual que los wild type (Figura 26a). Sin embargo, estos 
ratones estaban protegidos frente a la esteatosis derivada de la alimentación rica en 
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Figura 26. Los ratones Ptentg están protegidos frente al daño metabólico derivado del HFD. a. 
Curvas de peso de ratones wt y Ptentg en SD (línea punteada) y HFD (línea continua). b. 
Imágenes representativas de hígados tras 6 meses en HFD (la barra indica 1cm). Debajo, tinción 
con H&E de los hígados (las barras indican 500μm). 
 
Estos resultados nos indican que una moderada sobre-expresión del supresor de 
tumores Pten resulta en un aumento del gasto energético, menor acumulación de grasa 
y una mejor protección contra el daño metabólico. 
3.6. Impacto de la sobre-expresión de Pten sobre el metabolismo de 
la glucosa 
En respuesta a factores de crecimiento, la señalización mediada por PI3K/AKT regula 
la captación de nutrientes en las células. Una de las funciones más importantes de Akt 
es estimular la captación de glucosa en respuesta a la insulina (Lizcano and Alessi, 
2002). La activación de Akt permite al receptor de glucosa Glut4 translocarse a la 
membrana y facilitar la entrada de glucosa al interior celular (Kohn et al., 1996). Por su 
implicación como regulador negativo de la ruta de señalización de PI3K/AKT, Pten 
podría tener un papel importante sobre el metabolismo de la glucosa. Se ha publicado 
anteriormente que la deleción específica de Pten en hígado (Stiles et al., 2004), músculo 
(Wijesekara et al., 2005) y grasa (Kurlawalla-Martinez et al., 2005) aumenta la 
sensibilidad a la insulina. Además se ha visto que los ratones que poseen solo una 
copia del gen Pten (Pten+/-) presentan mejor tolerancia la glucosa y ven aumentada su 
sensibilidad a la insulina (Wong et al., 2007). 
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En concordancia, en nuestros experimentos in vitro con fibroblastos embrionarios, 
hemos visto que la señalización de la insulina está disminuida en las células Ptentg.  
 
Con estos antecedentes, quisimos explorar en detalle cómo estaba afectado el 
metabolismo de la glucosa en los ratones Ptentg in vivo. 
 
Para ello  realizamos un test de tolerancia a la glucosa (GTT) tras un ayuno de 16h. Los 
ratones Ptentg presentaron similar tolerancia a la glucosa que los ratones wt, aunque 
hubiera cabido esperar que fueran más intolerantes. Así mismo, hicimos el test de 
tolerancia a la insulina (ITT) y si bien observamos una tendencia a una mayor 
sensibilidad, estas diferencias no fueron significativas en los ratones Ptentg jóvenes. Sin 
embargo tras la exposición crónica de 6 meses a la dieta rica en grasa (HFD), los 
ratones Ptentg tienen una mejor sensibilidad a la insulina en comparación con los 
ratones wt (Figura 27). 
a                                                             b 
 
Figura 27. Los ratones Ptentg son más sensibles a la insulina tras la exposición crónica a HFD. 
a. Test de tolerancia a la insulina (ITT) en los ratones wt y Ptentg tras 6 meses de tratamiento con 
dieta rica en grasa (HFD). b. Área bajo la curva (AUC) del test de tolerancia a la insulina. Las 
barras representan la media ± desviación típica (dt). La significancia estadística fue calculada 
con la prueba t de Student. *p<0,05. n=4 por genotipo 
 
Tras una continua exposición a la señalización de la insulina como en el caso de una 
ingesta de dieta rica en grasa, la ruta de señalización de ésta se desensibiliza y los 
ratones se hacen intolerantes a la glucosa y resistentes a la insulina. En el caso de los 
ratones Ptentg, esta ruta de señalización está menos activa de forma continuada por lo 



































traduce a la larga en un mejor funcionamiento de la señalización de la insulina. Esta 
mayor sensibilidad a la insulina se ha visto también en ausencia de S6K1 tras la 
exposición continua a HFD (Um et al., 2004) modelo en el que la ruta de 
PI3K/Akt/mTOR/S6K está disminuida. 
3.7. Impacto de la sobre-expresión de Pten en el tejido adiposo 
marrón 
El mecanismo más eficiente para disipar energía es a través de los adipocitos marrones 
localizados en tejido adiposo marrón (BAT; brown adipose tissue) y también entre los 
adipocitos blancos (Kozak and Anunciado-Koza, 2008; Nedergaard and Cannon, 2010). 
A lo largo de los últimos años, el tejido adiposo marrón ha recobrado su importancia 
debido a su hallazgo de forma activa en el humano adulto (Cypess et al., 2009; Lidell 
and Enerback, 2010; van Marken Lichtenbelt et al., 2009; Virtanen et al., 2009). 
 
En base a estas evidencias, decidimos explorar en detalle el tejido adiposo marrón de 
los ratones Ptentg. Macroscópicamente, vimos que el tejido adiposo marrón 
interescapular es más denso (Figura 28a), lo que sugiere que haya menos acumulación 
de lípidos. Esto se confirmó tras cortes histológicos de dicho tejido y posterior tinción 
con H&E (Figura 28b), lo que sugiere una mayor actividad lipolítica.  
 
Figura 28. El tejido adiposo marrón (BAT) de los ratones Ptentg presenta menor acumulación 
de lípidos a. Imagen representativa del tejido marrón interescapular de ratones wild type 
(arriba) y Ptentg (debajo). La barra indica 1 cm. b. Tinción con H&E de un corte histológico del 
tejido adiposo marrón de los ratones wild type (izquierda) y Ptentg (derecha). La barra indica 
100 μm y 20 μm.  
 





Para analizar la actividad de este tejido, utilizamos la técnica de tomografía por 
emisión de positrones (PET). Con ella, medimos la captación de glucosa en el tejido 
adiposo marrón. Se observó que en el tejido adiposo marón de los ratones Ptentg la 
captación de glucosa es mayor, sugiriendo que pudiesen tener un BAT hiperactivo. 




Figura 29. El tejido adiposo marrón (BAT) de los ratones Ptentg tienen una mayor captación 
de glucosa marcada (18F-fluorodesoxiglucosa; FDG) a. Imagen representativa de la tomografía 
por emisión de positrones (PET) en la que se muestra la captación de glucosa en el BAT de los 
ratones wild type (arriba) y Ptentg (debajo). También se indica la captación de glucosa en la vejiga 
(v), en el corazón (c) y en el cerebro (ce). b. Cuantificación de la captación de glucosa por el BAT 
utilizando el “valor medio de captación estándar” (SUVave; standarized uptake value average). Se 
utilizaron machos de 6 meses de edad (n=5 por genotipo). Las barras representan la media ± 
desviación típica (dt). La significancia estadística fue calculada con la prueba t de Student. 
*p<0,05. 
 
La disipación de la energía en el tejido adiposo marrón está mediada por la proteína 
UCP1 (Kozak and Anunciado-Koza, 2008). Consistentemente con esto, observamos que 
los niveles de ARN mensajero de Ucp1 en los ratones Ptentg están más elevados que en 
los ratones wild type (Figura 30a). El co-activador transcripcional Pgc1α es un regulador 
positivo de la expresión de Ucp1 (Puigserver et al., 1998) y además está implicado en 
numerosos procesos celulares como la oxidación de los ácidos grasos (Puigserver and 
Spiegelman, 2003; Vega et al., 2000). En el tejido adiposo marrón de los ratones Ptentg 
se midieron los niveles de Pgc1α y de algunos genes implicados en la oxidación de los 
ácidos grasos (Adipor1, Adipor2, Lcad, Mcad, Pdk4 y Cpt1b) y se vio que había una 
sobre-expresión de Pgc1α y de algunos de los genes implicados en oxidación de ácidos 
grasos como Adipor1 (adiponectin receptor 1), Mcad (acyl-CoA dehydrogenase, C-4 to C-12 

























straight chain), Pdk4 (pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4) y Cpt1b (carnitine 
palmitoyltransferase 1B). Así pues, podemos decir que en el tejido adiposo marrón de los 
ratones Ptentg hay una mayor oxidación de los ácidos grasos lo que facilita que se 
produzca una mayor disipación de la energía en forma de calor. También se estudió la 
expresión de otros genes característicos del tejido adiposo marrón aunque no se 
observaron diferencias (Figura 30b) 
      a 
 
      b 
 
Figura 30. Aumento de los niveles de ARNm de Ucp1, Pgc1α y de genes implicados en la β-
oxidación de los ácidos grasos en el tejido adiposo marrón (BAT) de los ratones Ptentg. a. Se 
representa la expresión relativa al wild type de los genes Pten, Ucp1, Pgc1a, y de genes 
implicados en la β-oxidación de los ácidos grasos. b. Niveles de ARNm de otros genes 
característicos del tejido adiposo marrón. Las barras representan la media ± desviación típica 
(dt). La significancia estadística fue calculada con la prueba t de Student. *p<0,05; *** p<0,001. 
 
Los genes Ucp1 y Pgc1α se expresan característicamente en tejido adiposo marrón pero 
no en tejido adiposo blanco, por lo tanto, cuando se detecta estos dos genes en el tejido 
adiposo blanco sugiere que en este tejido también haya adipocitos marrones (Kozak 
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and Anunciado-Koza, 2008; Nedergaard and Cannon, 2010). Se analizó la expresión de 
ARN mensajero en el tejido adiposo blanco epididimal viendo que los ratones Ptentg 
tienen una mayor expresión de los genes Ucp1 y Pgc1α comparado con los wild type 
sugiriendo que hay una mayor actividad de los adipocitos marrones localizados en la 
grasa blanca en los ratones Ptentg (Figura 31) 
 
Figura 31. Aumento de los niveles de ARNm de Ucp1 y Pgc1α en el tejido adiposo blanco 
(WAT) de los ratones Ptentg. Se representa la expresión relativa al wild type de los genes Pten, 
Ucp1, Pgc1α de genes implicados en la β-oxidación de los ácidos grasos y otros genes 
importantes para la función del tejido adiposo blanco (WAT) Las barras representan la media ± 
desviación típica (dt). La significancia estadística fue calculada con la prueba t de Student. 
*p<0,05. 
 
En el hígado se ha demostrado que el factor de transcripción Foxo1 interacciona con el 
co-activador transcripcional Pgc1α y es esencial para que éste desarrolle su función 
(Matsumoto et al., 2007; Puigserver et al., 2003); además Akt fosforila e inhibe la 
función de las proteínas Pgc1α (Li et al., 2007) y Foxo (Kops et al., 1999; van der Horst 
and Burgering, 2007). Basándonos en estas observaciones, quisimos examinar si en el 
tejido adiposo marrón de los ratones Ptentg también hay menores niveles de Akt 
fosforilado y por lo tanto mayores niveles de Foxo1 y Foxo3 activos. La 
inmunodectección de estas proteínas reveló que el tejido adiposo marrón de los ratones 
Ptentg tiene menor fosforilación de Akt en la S473 y además hay menos fosforilación de 
Foxo1/3 lo que se traduce en tener más Foxo 1/3 activo ya que es una fosforilación 




Figura 32. Reducción de los niveles Akt activo en el tejido adiposo marrón. Inmunodetección 
de las proteínas indicadas en extractos proteicos de tejido adiposo marrón. n=5 machos de 6 
meses por genotipo. 
 
Para estudiar en profundidad este mecanismo y cómo la inhibición de la ruta de PI3K 
(a través de la sobre-expresión de Pten) aumenta la expresión de Ucp1 y Pgc1α en el 
tejido adiposo marrón, se utilizaron distintos abordajes tanto in vitro como in vivo. 
 
3.7.1. Inhibición de PI3K en líneas celulares 
Para el estudio del efecto de la inhibición de la ruta de señalización de PI3K se utilizó la 
línea celular murina 3T3L1 que tiene características de fibroblastos embrionarios pero 
que bajo las condiciones adecuadas en cultivo se pueden diferenciar en adipocitos 
blancos.  
 
Se ha descrito  además que si se infectan estas células con el factor de transcripción 
Cebpβ estas células adquieren características de adipocitos marrones y son capaces de 
expresar Ucp1 y Pgc1α (Karamanlidis et al., 2007). Por tanto, se transfectaron las 
células 3T3L1 con el plásmido que expresaba Cebpβ. Una vez obtenidas las células 
3T3L1-Cebpβ, se diferenciaron a adipocitos marrones utilizando un protocolo de 
diferenciación a adipocitos (se explica en detalle en Materiales y Métodos). Para 
comprobar que se diferenciaron de forma satisfactoria, las células se tiñieron con Oil-
Red-O, colorante que tiñe las gotas de lípidos formadas durante el proceso de 
diferenciación (Figura33a). Posteriormente se trataron, con forskolina durante 4h; este 
compuesto es un agonista de AMPc, segundo mensajero de la señalización β3-
adrenérgica que estimula el tejido adiposo marrón  in vivo  tras condiciones de frío o 
ingesta excesiva e induce la expresión de Ucp1 y Pgc1α. Además, se trataron con un 
inhibidor de PI3K desarrollado en el CNIO que se ha llamado Compuesto A e 
igualmente se usó una combinación de forskolina y Compuesto A. Como se puede 










expresión de Ucp1 y Pgc1α, siendo este aumento más notable cuando se combinan 
ambos compuestos. Por lo tanto, la inhibición de la ruta de PI3K favorece la inducción 
de la expresión de ARN mensajero de Pgc1α y Ucp1, corroborando los datos obtenidos 
in vivo. Además se comprobó que el Compuesto A inhibe la fosforilación de Akt en 
S473, lo cual confirma su capacidad de bloquear la actividad de PI3K (Figura 33c). 
a                             b 
 
             c 
 
Figura 33. Inducción de la expresión de Ucp1 y Pgc1α en células 3T3L1-Cebpβ diferenciadas a 
adipocitos marrones. a. Fotografía representativa de la placa de cultivo de células 3T3L1-Cebpβ 
a día 0 (D0, arriba) y diferenciadas (D6, debajo) teñidas con Oil-Red-O. b. Niveles de ARNm de 
Ucp1 y Pgc1α en de células 3T3L1-Cebpβ diferenciadas y tratadas durante 4h con forskolina 
(10μM), con Compuesto A (1μM) o con ambos. Las barras representan la media ±  desviación 
típica (dt). c. Inmunodetección de los niveles de P-Akt (S473) después de 6 días de 
diferenciación y  tras 4h de tratamiento con forskolina (10μM), con Compuesto A (1μM) o con 
ambos. La significancia estadística fue calculada con la prueba t de Student. *p<0,05; **p<0,01. 
n=3 diferenciaciones independientes. 
 
Este efecto del inhibidor de PI3K también se comprobó en líneas de adipocitos 
marrones embrionarios obtenidos por la Dra. Ángela Martínez Valverde (IIB-UAM, 
Madrid). En ellos se estudió el efecto de distintos inhibidores de PI3K sobre la 
fosforilación de Akt en S473 (Figura 34a) y sobre la expresión de ARN mensajero de 
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común en los inhibidores de PI3K utilizado aunque la eficiencia para inducir Ucp1 y 
Pgc1α de cada inhibidor es diferente. Posteriormente se utilizó el Compuesto A en 
combinación con forskolina para ver el aumento de expresión de Pgc1α y Ucp1 (Figura 
34c).  
                     a 
 
    b 
 
    c 
 
Figura 34. Inducción de la expresión de Ucp1 y Pgc1α en pre-adipocitos marrones 
procedentes de ratones neonatos. a. Inmunodetección de P-Akt (S473) en pre-adipocitos tras el 
tratamiento con el inhibidor de PI3K indicado a distintas concentraciones. b. Niveles de ARNm 
de Ucp1 y Pgc1α en pre-adipocitos tratados durante 4h con Compuesto A (10 μM, 1 μM y 0,1 
μM), con GDC-0941 (10 μM, 1 μM y 0,1 μM) y con LY-294002 (200 μM, 20 μM y 2 μM). c. Niveles 
de ARNm de Ucp1 y Pgc1α en pre-adipocitos tratados durante 4h con forskolina (10 μM), 
Compuesto A (1 μM) o con ambos. Las barras representan la media ± desviación típica (dt). La 
significancia estadística fue calculada con la prueba t de Student. *p<0,05 .n=3. 
 
Para estudiar la inducción de Ucp1 y Pgc1α en adipocitos marrones, estos pre-
adipocitos embrionarios también se diferenciaron con el procedimiento estándar 
(Figura 35a). Además se trataron con distintas concentraciones de forskolina 





















































































































Compuesto A, la inducción de Ucp1 y Pgc1α aumenta en todas las condiciones. Así 
mismo, se vio que utilizando cAMP (segundo mensajero de la ruta β3-adrenérgica) se 
obtienen los mismos resultados. (Figura 35b). Como control, se observó la fosforilación 
de Akt en el residuo S473 después del tratamiento con Compuesto A y en todos los 
casos se vio que hay una reducción de esta fosforilación después de 4h de tratamiento 
(Figura 34c). 






Figura 35. Inducción de la expresión de Ucp1 y Pgc1α en adipocitos marrones diferenciados. 
a. Fotografía representativa de la placa de cultivo de pre-adipocitos marrones a día 0 (D0, 
izquierda) y de adipocitos diferenciados (D6, derecha) teñidas con Oil-Red-O. b. Niveles de 
ARNm de Ucp1 y Pgc1α en adipocitos marrones tratados durante 4h con forskolina (10 μM), 
con Compuesto A (10 μM) o con ambos tras la diferenciación. Las barras representan la media ± 
desviación típica (dt). La significancia estadística fue calculada con la prueba t de Student. 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. (n=3). c. Inmunodetección de P-Akt (S473) en adipocitos marrones 
tras el tratamiento con forskolina (0,1 μM; 1 μM; 10 μM) y Compuesto A (10 μM). 
 
Por tanto hemos visto que utilizando líneas de adipocitos marrones (3T3L1-Cebpβ y 
adipocitos embrionarios sin diferenciar o diferenciados) se consigue demostrar que la 
inhibición de la ruta de PI3K produce un aumento en la expresión de Ucp1 y Pgc1α en 
el tejido adiposo marrón. 
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3.7.2. Inhibición de PI3K in vivo 
Para afianzar las observaciones in vitro, tratamos también ratones wild-type con el 
inhibidor PI3K desarrollado en el CNIO (Compuesto A). Después de 6h de tratamiento 
con una dosis de 15mg/kg, sacrificamos los ratones y medimos los niveles de ARNm 
de Ucp1 y Pgc1α en BAT, así como algunos genes implicados en la β-oxidación de los 
ácidos grasos. Vimos que hubo un aumento de la expresión de Ucp1 y Pgc1α en los 
ratones tratados con Compuesto A en comparación con los ratones tratados con 
vehículo (Figura 36a), al igual que una inducción de la expresión de Lcad (long-chain 
specific acyl-CoA dehydrogenase), implicado en la β-oxidación de los ácidos grasos. 
Además se observó que en el tejido adiposo marrón de los ratones tratados con el 
inhibidor de PI3K había menos acumulación de lípidos que en el tejido adiposo marrón 





Figura 36. Inducción de la expresión de Ucp1 y Pgc1α en ratones tratados con Compuesto A. 
a. Niveles de ARNm de Ucp1 y Pgc1α y otros genes implicados en la β-oxidación de los ácidos 
grasos en tejido adiposo marrón tras 6h de tratamiento con Compuesto A (15mg/kg). Las 
barras representan la media ± desviación típica (dt). La significancia estadística fue calculada 
con la prueba t de Student. *p<0,05; **p<0,01. n=3 ratones por grupo de 3 meses de edad.b. 
Análisis histológico del tejido adiposo marrón después de 6h de tratamiento con vehículo o con 
Compuesto A. La barra representa 200 μm. 
 
Estos resultados tanto in vitro como in vivo indican que los efectos observados al 






































3.7.3. Generación de tejido adiposo marrón ectópico a partir de fibroblastos 
embrionarios 
Para seguir estudiando el efecto del aumento de expresión de Pten en el tejido adiposo 
marrón, estudiamos la capacidad de los MEFs Ptentg de generar tejido adiposo marrón 
ectópico. Basados en la publicación del laboratorio de B. Spiegelman (Kajimura et al., 
2009) en la que reprograman fibroblastos embrionarios (MEFs) a adipocitos marrones 
infectando los MEFs con los factores de transcripción Prdm16 y Cebpβ y son capaces 
de generar tejido adiposo marrón al transplantarlo en ratones, nosotros nos 
preguntamos qué papel tendría la  sobre-expresión de PTEN en todo este proceso. 
 
Se reprogramaron MEFs inmortalizados Ptentg y wild type y se inyectaron de forma 
subcutánea en ratones desnudos. Después de dos meses, se vio que había aparecido 
tejido adiposo marrón ectópico en los sitios de inoculación. Se cuantificó el área de los 
depósitos de tejido adiposo marrón formados y se vio que el tejido adiposo marrón 
ectópico procedente de los MEFs Ptentg era más grande, concluyendo que estas células 
eran más eficientes a la hora de generar tejido adiposo marrón que las células wild type 





Figura 37. Generación de tejido adiposo marrón ectópico. a. Imagen representativa de tejido 
adiposo marrón ectópico formado con células wild type (izquierda) o con células Ptentg 
(derecha). Las barras reprendan 200 μm. b. Cuantificación del tejido adiposo marrón formado 
después de 2 meses de la inyección subcutánea de MEFs Prdm16/Cebpb wild type o Ptentg. 
Cada valor corresponde al área de tejido adiposo marrón formado en unidades arbitrarias (u.a.) 
por sitio de inyección (n=8 inoculaciones de células wild type y n=7 inoculaciones de células 
Ptentg). La significancia estadística fue calculada con la prueba t de Student. *p<0,05. 
 
Todos estos resultados confirman que la  sobre-expresión de Pten activa la expresión 
de Ucp1, y por lo tanto la disipación de energía, de una manera intrínseca en los 

































adipocitos marrones, pudiéndose recapitular in vitro o en transplantes en huéspedes 
wt. 
3.8. Impacto de la sobre-expresión de Pten  en el músculo 
Junto con el tejido adiposo marrón, el músculo es otro tejido responsable del gasto 
energético. En concreto, la sobre-expresión de Pgc1α o la utilización de compuestos 
que activan a Pgc1α a través de Sirt1 inducen un cambio en la fibras musculares de tipo 
II (capacidad oxidativa baja) a fibras musculares de tipo I (capacidad oxidativa alta) 
(Feige et al., 2008; Lin et al., 2002b) y en algunos casos esto se ha asociado con un 
mayor gasto energético (Feige et al., 2008). Por ello, examinamos la actividad succinato 
deshidrogenasa (SDH), que se usa comúnmente para diferenciar tipos de fibras 
musculares basándose en su potencial oxidativo. La enzima SDH se localiza en la 
membrana interna de la mitocondria y cataliza la oxidación del ácido succínico en 
ácido fumárico en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos. Las fibras musculares  con un 
potencial oxidativo alto, poseen un gran número de mitocondrias y por ello se tiñen 
intensamente  mientras que las fibras no oxidativas con un bajo contenido mitocondrial 
se teñirán levemente. Utilizamos secciones del músculo gastrocnemio para realizar la 
tinción ya que posee ambos tipos de fibras musculares. Como se puede observar en la 
Figura 38a no existe un aumento del número de fibras musculares de tipo I de alto 
potencial oxidativo. Así mismo, medimos los niveles de ARNm caracteristicos de las 
fibras musculares de tipo I (Figura 38b) y los resultados demuestran que los ratones 
Ptentg no tienen un aumento de este tipo de fibras musculares y por tanto el aumento 
de gasto energético observado en los ratones Ptentg es debido a una actividad mayor en 




Figura 38. En el músculo de los ratones Ptentg no hay mayor número de fibras oxidativas tipo 
I. a. Análisis histoquímico de la actividad SDH en el músculo soleo (sol) y gastrocnemio (gastro) 
de los ratones wt (arriba) y Ptentg (debajo). Las fibras positivas para SDH corresponden a las 
fibras tipo I. La barra representa 200 μm. b. Niveles de ARNm de los marcadores de las fibras 
tipo I y tipo II en el gastrocnemio. n=4 machos por genotipo de 1,5-2 años de edad. Las barras 
representan la media ± desviación típica (dt). La significancia estadística fue calculada con la 
prueba t de Student. p>0,05 en todos los genes estudiados. 
 
4. Estudio del efecto de los inhibidores de PI3K sobre 
obesidad 
La obesidad se desarrolla cuando la ingesta de energía supera al gasto energético. 
Después de la ingesta de nutrientes, una pequeña proporción se pierde en las heces y 
orina, otra proporción es utilizada para necesidades fisiológicas tales como 
crecimiento, embarazo y lactancia, otra se utiliza para la actividad física y la mayoría 
de esta energía posterior a la ingesta es utilizada en procesos metabólicos o se pierde 
en forma de calor. Actualmente para tratar la obesidad, las terapias se centran en la 
dieta y el ejercicio, en reducir la ingesta y la absorción por parte del organismo e 
incluso cirugía para los individuos con obesidad extrema. Desafortunadamente, sólo 
una pequeña proporción de individuos sometidos a programas dietéticos o de ejercicio 
pierden peso (Wing and Phelan, 2005). Se han aprobado tres medicamentos para 
reducir la ingesta de energía ya sea actuando sobre los centros de saciedad del cerebro 
o reduciendo la absorción intestinal, aunque sus efectos secundarios no deseados y el 
tratamiento prolongado sin obtener resultados favorables, han limitado su éxito 




































niveles de ARNm en el gastrocnemio 




Sin embargo, dirigir los tratamientos a aumentar el gasto energético es una estrategia 
alternativa y algunas drogas dirigidas a esta función ya están disponibles como los 
agonistas de los receptores β3-adrenérgicos (Arch, 2008) o compuestos como el 
resveratrol que activa a Sirt1 (Yamamoto et al., 2007), AICAR y metformina que activan 
a AMPK (AMP-activated protein kinase) o desacopladores de la oxidación mitocondrial 
como el 2,4-dinitrofenol (DNP) que produce  aumento del gasto energético y asociado 
con pérdida de peso (Harper et al., 2008) aunque esta droga posee efectos secundarios 
que no permite ser utilizado como terapia. El reciente descubrimiento de que los 
humanos adultos poseen tejido adiposo marrón activo (Cypess, 2009; Marken 
Lichtenbelt, 2009; Saito, 2009; Virtanen, 2009; Zingaretti, 2009), ha abierto la posibilidad 
de que este tejido especializado en gastar energía sea una diana terapéutica eficaz y 
segura para el tratamiento de la obesidad. 
 
Nuestros resultados previamente descritos indican que la inhibición de PI3K debido a 
la sobre-expresión de Pten en todo el organismo, incluyendo el tejido adiposo marrón 
conducen a un aumento de gasto energético debido a una mayor actividad de dicho 
tejido adiposo marrón, efecto que también se puede observar en los adipocitos 
marrones in vitro. Nos preguntamos ahora si el uso de inhibidores de PI3K podría ser 
un buen tratamiento para reducir la obesidad. 
4.1. Efecto de la inhibición de PI3K por el Compuesto A en obesidad 
En una primera aproximación, utilizamos el inhibidor de PI3K desarrollado en el 
CNIO (Compuesto A) para tratar ratones obesos y estudiar si exsitía algun efecto de 
este inhibidor sobre la obesidad. Para ello utilizamos ratones obesos alimentados 
durante 8 meses con dieta rica en grasa (HFD). Después de estos ocho meses, estos 
ratones tenían un sobrepeso del 13% comparado con ratones control alimentados con 




Figura 39. Sobrepeso de los ratones tras 8 meses 
tratados con HFD. Se pesaron los ratones tras 8 
meses en HFD. Las barras representan la media ± 
desviación típica (dt). La significancia estadística fue 
calculada con la prueba t de Student. *p<0,05. n=8 
machos por grupo. 
Siguiendo el esquema de la Figura 40, tratamos con una dosis de 15mg/kg de 
Compuesto A a los ratones obesos durante dos semanas, 4 días a la semana. Esta dosis 
se utilizó ya que estudios previos realizados en el Programa de Terapias 
Experimentales determinaron que dicha dosis produce una sustancial inhibición de 
PI3K y que su concentración en sangre es de 5-10 veces la IC50 de la inhibición de P-
AKT al menos pasadas 10 horas después del tratamiento y no afecta al peso corporal de 
animales alimentados con dieta estándar. Antes del tratamiento (día -5), durante (día 7) 
y después (día 13) medimos la adiposidad de los ratones obesos utilizando 
densitometría (DXA). También durante el tratamiento medimos la ingesta de comida 
(I) y los ratones fueron pesados todos los días (PC) para monitorizar la ganancia o 
pérdida de peso durante todo el tratamiento. 
 
Figura 40. Esquema del tratamiento con 15 mg/kg de Compuesto A a los ratones obesos 
durante dos semanas. Los ratones fueron tratados con 15 mg/kg de Compuesto A durante 4 
días cada semana a lo largo de dos semanas. Antes del tratamiento, durante y después se midió 
la adiposidad por densitometría (DXA). Durante el tratamiento se monitorizó la ingesta de 























Como se puede observar en la Figura 41, durante las dos semanas que duró el 
tratamiento, los ratones tratados con el Compuesto A tuvieron una ingesta equivalente 
a los ratones tratados con vehículo (Figura 41a). Sin embargo, los ratones tratados con 
este inhibidor de PI3K perdieron peso durante las dos semanas de tratamiento 
llegando a un 21% de pérdida (Figura 41b y c).  




Figura 41. Medidas de ingesta de comida y peso de los ratones tratados con Compuesto A 
durante dos semanas. a. Peso de la comida ingerida por ratón durante la duración del 
tratamiento. b. Peso de los ratones tratados con vehículo o Compuesto A durante el 
tratamiento. c. Porcentaje de cambio en el peso corporal respecto al día 0 en los ratones tratados 
con vehículo o con Compuesto A durante el tratamiento (izquierda) y a día 10 (derecha). Las 
barras y puntos representan la media ± desviación típica (dt). La significancia estadística fue 
calculada con la prueba t de Student. *p<0,05;  **p<0,01; *** p<0,001. n=4 machos por grupo. 
 
Esta pérdida de peso también queda reflejada en la densitometría, donde se observa 
que los ratones tratados pierden adiposidad sin perder tejido magro igualando la 
adiposidad que de media poseen los ratones alimentados con dieta estándar (Figura 
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Figura 42. Estudio de la adiposidad de los ratones tratados con Compuesto A. a. Fotografías 
representativas de las densitometrías realizadas a día -5, 7 y 13 de un ratón tratado con vehículo 
y de otro ratón tratado con Compuesto A. b. Resultado de la densitometría en la que se 
representa el porcentaje de grasa respecto a la suma de los pesos de grasa y magro (izquierda) y 
el peso del tejido magro(derecha). c. Cambio relativo de peso de la grasa y tejido magro con 
respecto al día -5. Las barras representan la media ± desviación típica (dt). La significancia 
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Después de la necropsia y posterior análisis histológico de los tejidos, se observó que 
en el tejido adiposo blanco de los ratones tratados con PI3K aparecían adipocitos 
marrones, proceso conocido como “browning” (Figura 43); así mismo, se observó que 
en el hígado, la esteatosis característica de los ratones alimentados con dieta rica en 
grasa estaba muy reducida en comparación con los ratones tratados con vehículo y el 
propio tejido adiposo marrón presentaba menos acumulación de lípidos. También se 
observó alrededor de corazón y riñón, menos acumulación de grasa y además aparecía 





Figura 43. Análisis 
histológico de los 
tejidos de los 
ratones tratados con 
Compuesto A. 
Tinción con H&E del 
tejido adiposo blanco 
(WAT), del hígado, 
del tejido adiposo 
marrón (BAT). Las 
barras de hígado, 
WAT, BAT, y grasa 
perirrenal 
representan 500μm 
para las imágenes de 
menor aumento y 50 
μm para las de 
mayor aumento. En 
el caso de la grasa 
perivascular, las 
barras corresponde a 

















4.2. Efecto de la inhibición de PI3K por el Compuesto A y GDC-0941 
en obesidad 
Después de los resultados obtenidos con el Compuesto A, decidimos repetir el 
experimento con una dosis más baja de este compuesto ya que con 15mg/kg de 
Compuesto A, la pérdida de peso era muy acelerada. En este ensayo utilizamos una 
dosis de 10mg/kg y además probamos otro compuesto comercial que inhibe PI3K 
(GDC-0941) (Folkes et al., 2008), para comparar los efectos de ambas drogas y poder 
concluir que este efecto de pérdida de peso es común a los inhibidores de PI3K y no 
sólo al Compuesto A. Utilizamos también dos dosis de GDC-0941, 10mg/kg y 
75mg/kg, recomendadas por el departamento de Terapias Experimentales del CNIO, 
ya que este compuesto es menos eficiente que el Compuesto A in vivo. Planteamos el 
mismo esquema de administración de ambos compuestos y monitorizamos durante las 
dos semanas de tratamiento el peso (PC) y la ingesta (I) (Figura 44).  
 
Figura 44. Esquema del tratamiento con Compuesto A y GDC-0941. Los ratones fueron 
tratados con 10mg/kg de Compuesto A y con GDC-0941 (10mg/kg y 75mg/kg) durante 4 días 
la primera semana y 5 días la segunda semana. Antes del tratamiento, durante y después se 
midió la adiposidad por densitometría (DXA). Durante el tratamiento se monitorizó la ingesta 
de comida (I) y el peso corporal (PC). A día 15 se realizaron las necropsias de los animales 
tratados. 
 
Durante el tratamiento, todos los grupos experimentales ingirieron la misma cantidad 
de comida (Figura 45). Sin embargo, los ratones tratados con Compuesto A 10mg/kg y 
los ratones tratados con GDC-0941 75mg/kg tuvieron una pérdida de peso del 9% y 
del 8% respectivamente. Tanto los ratones tratados con vehículo como los ratones 
tratados con CDC-0941 10mg/kg, no tuvieron una pérdida de peso significativa con 
respecto a día cero del tratamiento. 
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Figura 45. Medidas de ingesta de comida y peso de los ratones tratados con Compuesto A y 
GDC-0941 durante dos semanas. a. Peso de la comida ingerida por ratón durante el 
tratamiento. b. Peso de los ratones tratados con vehículo, con Compuesto A 10mg/kg o con 
GDC-0941 10mg/kg o 75mg/kg durante el tratamiento. c. Porcentaje de cambio durante el 
tratamiento (izquierda) del peso corporal respecto al día 0 en los ratones tratados con vehículo, 
Compuesto A, o con GDC-0941 10mg/kg o 75mg/kg y a día 12 (derecha). Las barras y puntos 
representan la media ± desviación típica (dt). La significancia estadística fue calculada con la 
prueba t de Student. *p<0,05;  **p<0,01; *** p<0,001. n=4-6 machos por grupo. 
 
Por densitometría se observó que los ratones tratados con Compuesto A 10mg/kg 
redujeron su adiposidad desde un 33,5% (día -7) a un 27% al final del tratamiento (6,5% 
de diferencia) aunque este cambio no es significativo (p=0,06) con respecto a la 
adiposidad medida antes del tratamiento. Los ratones tratados con GDC-0941 
75mg/kg redujeron su adiposidad en un 6,3% (de 33,3% a 27%) aunque este cambio 
tampoco fue estadísticamente significativo (p=0,09). Los tratados con vehículo y con 
GDC-0941 10mg/kg apenas tuvieron cambio significativos en su adiposidad (sólo un 
2%) respecto al día 0. Igual que en el estudio anterior, no se observaron cambios en el 
tejido magro durante el tratamiento (Figura 46ay b). 




















































0 2 4 6 8 10 12 
días de tratamiento 
*** ** * * * * * ** 
** * * 




















6% * * 





















Figura 46. Estudio de la adiposidad de los ratones tratados con Compuesto A y GDC-0941. a. 
Resultado de las densitometrías realizadas a día -7, 7 y 14 de tratamiento en la que se representa 
el porcentaje de grasa respecto a la suma de los pesos de grasa y magro (izquierda) y el peso del 
tejido magro (derecha). b. Fotografías representativas de las densitometrías realizadas a día -7, 7 
y 14 de un ratón tratado con vehículo, uno tratado con Compuesto A 10mg/kg, uno tratado con 
GDC-0941 10mg/kg  y otro tratado con GDC-0941 75mg/kg. Las barras representan la media ± 
desviación típica (dt). No se encontró significancia estadística calculada con la prueba t de 
Student. (p>0,05); n=4-6 machos por grupo. 
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Aunque la reducción de adiposidad no fue estadísticamente significativa, sí hay una 
tendencia, por lo que será necesario repetir el experimento con más ratones. 
 
Tras la necropsia se observó menos acumulación de grasa en los ratones tratados con 
Compuesto A 10mg/kg y en los tratados con GDC 0941 75mg/kg tanto en la grasa 
epididimal (no se muestra), en el tejido adiposo marrón (no se muestra) como en la 
grasa que rodea al corazón, así como menos acumulación de grasa en el hígado (Figura 
47a). El análisis histológico de los tejidos reveló que había menos esteatosis en el 
hígado tanto en los animales tratados con Compuesto A 10mg/kg como tratados con 
GDC-0941 75mg/kg (Figura 47b). En este experimento no se observó “browning” en el 
tejido adiposo blanco ni fue evidente la mayor aparición de tejido adiposo marrón 
alrededor de los grandes vasos ni riñón como en el experimento anterior, posiblemente 





Figura 47. Reducción de la grasa acumulada en los ratones tratados con Compuesto A 
10mg/kg y GDC-0941 75mg/kg. a. Imágenes representativas de hígados (arriba) y corazones 
(debajo) de un ratón tratado con vehículo, uno tratado con Compuesto A 10mg/kg, uno tratado 
con GDC-0941 10mg/kg y otro tratado con GDC-0941 75mg/kg. Las barras representan 0,5 cm 
b. Análisis histológico de los hígados de los ratones tratados con vehículo, Compuesto A 
10mg/kg, GDC-0941 10mg/kg y  con GDC-0941 75mg/kg. Las barras representan 500 μm. 
vehículo CompA GDC 10mg/kg  GDC 75mg/kg  
hígado 
corazón 
vehículo CompA GDC 10mg/kg  GDC 75mg/kg  
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Aún queda por demostrar si estos compuestos aumentan el gasto energético en ratones 
obesos y el estudio de muchos parámetros metabólicos como la insulina o la leptina, 
hormonas muy implicadas en el desarrollo de la obesidad. Estos experimentos han 
sido una primera aproximación a la posible utilización de inhibidores de PI3K para la 
activación del tejido adiposo marrón ya que el tratamiento con ellos durante dos 
semanas, produce una reducción de la adiposidad sin pérdida del tejido magro y una 
protección frente al desarrollo de hígado graso derivado de la alimentación rica en 
grasa, por lo que podrían utilizarse como tratamiento contra la obesidad. 
5. Estudio del efecto de Pten sobre el envejecimiento 
Como se ha comentado ampliamente en la introducción, los ratones modificados 
genéticamente que tienen una actividad reducida de la vía de señalización de la 
insulina y de Igf1 presentan una mayor longevidad comparado con los ratones no 
modificados (Fontana et al., 2010; Kenyon, 2010). Por ello nos preguntamos como 
estaría afectada la longevidad y el envejecimiento el los ratones que sobre-expresaban 
Pten. 
5.1. Análisis del efecto de la sobre-expresión de Pten en la 
longevidad 
Para estudiar el impacto de la sobre-expresión de Pten sobre la longevidad, seguimos a 
los ratones Ptentg y a sus correspondientes controles (wild type) a lo largo de su vida. Es 
muy importante destacar que, tanto hembras como machos Ptentg mostraron un 
aumento en su supervivencia, como indican las curvas Kaplan-Meier (Figura 48).  
 
Figura 48. Los ratones Ptentg presentan una mayor longevidad. Curvas de supervivencia 
Kaplan-Meier en las que se representa la supervivencia de los machos (izquierda), la de las 
meses 
machos 
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hembras (centro) y la de los machos y hembras juntos (derecha). La significancia estadística que 
se muestra es la obtenida en el log-rank test. El número de ratones utilizados por genotipo y 
sexo se muestra en la figura. El porcentaje escrito en cada figura representa el aumento en la 
mediana de la supervivencia (edad a la están muertos el 50% de los ratones).  
 
En la siguiente tabla (Tabla 7), se muestra el análisis estadístico detallado que se 
obtiene al representar las curvas de supervivencia, así como la mediana de la 
supervivencia, que en los machos está aumentada un 12% y en hembras un 11%. 
 








machos wild type vs Ptentg 7,051 0,0079 2,220 1,315-3,746 
wild type: 26,0 
Ptentg: 29,1 
hembras wild type vs Ptentg 8,788 0,003 2,.131 1,209-3,172 
wild type: 25,9 
Ptentg: 28,7 
m+h wild type vs Ptentg 16,71 <0,0001 2,117 1,455-2,952 
wild type: 25,9 
Ptentg: 28,9 
Tabla 7. Datos estadísticos de las curvas de supervivencia Kaplan-Meier.  
 
También se estudió la supervivencia media de los ratones Ptentg; los machos viven de 
media 28,1 meses, las hembras 28,2 meses y 28,2 meses si tenemos en cuenta machos y 
hembras frente a los 23,8 meses de los machos wild type, 26,1 de las hembras wild type y 
frente a los 25,1 meses si juntamos machos y hembras (Tabla 8). Con estos datos 
concluimos que los ratones Ptentg tienen un aumento significativo en su supervivencia 
media. También se analizó la supervivencia máxima, otro parámetro de longevidad 
que da una idea de cuanto viven como máximo los ratones objeto de estudio. Dentro 
de la supervivencia máxima se estudian dos grupos: el 20% de los ratones más 
longevos (oldest 20%) y el 10%de los ratones más longevos (oldest 10%). De estos dos 
grupos también se estudia su supervivencia media y se observó que tanto el grupo de 
ratones Ptentg 10% más longevos como el 20% más longevos presentaron una 








    supervivencia media ± s.d. 






machos wild type 42 11,2-33,8 23,8±5,6 30,8±1,8 32,2±1,5 






hembras wild type 52 17,2-35,0 26,1±4,0 31,9±1,8 33,2±1,1 






m+h wild type 94 11,2-35,0 25,1±4,9 31,1±1,9 32,5±1,3 






Tabla 8. Datos de supervivencia media y máxima de los ratones Ptentg. aLas edades vienen 
dadas en meses. Oldest 20% y 10% se refiere al 20% o al 10% de ratones más longevos. bEl test 
estadístico utilizado es la prueba t de Student. 
 
Hicimos otros estudios estadísticos como la regresión de COX para demostrar que este 
aumento de longevidad sólo se debe al genotipo y no a otras variables como la 
identidad de los padres, la fecha de nacimiento, o el tamaño del grupo experimental 
(Tabla 9). 
 
covariable B ET Wald gl sig. exp(B) 95% IC    inferior- superior 
SEX -0,114 0,175 0,419 1 0,517 0,893 0,633 1.259 
GEN -0,787 0,200 15,480 1 <10e-3 0,455 0,308 0,674 
DOB 0,012 0,007 3,016 1 0,082 1,012 0,998 1,026 
MOM -0,004 0,009 0,158 1 0,691 0,996 0,978 1,015 
DAD 0,025 0,018 1,877 1 0,171 1,026 0,989 1,063 
Parental_ID 0,020 0,012 2,665 1 0,103 1,020 0,996 1,045 
Tabla 9. Regresión de COX para las dos poblaciones. DOB: fecha de nacimiento del ratón; 
GEN: genotipo; MOM: madre; DAD:padre; prarental ID: pareja madre/padre. B: coeficiente de 
regresión de COX y su error estándar (ET); Wald: valor estadístico del test Wald; gl:grados de 




5.2. Análisis del efecto de la sobre-expresión de Pten sobre el 
desarrollo espontáneo de tumores 
Tras la muerte de los ratones se hizo un análisis histológico de las patologías con la 
ayuda de la Dra. Marta Cañamero y se evaluó la presencia de cáncer en ambos grupos 
experimentales. Se observó que los ratones Ptentg presentaban menos incidencia de 
cáncer (se contabilizaron sólo neoplasias malignas y no pre-malignas) así como menos 
tumores por ratón en el caso de desarrollar cáncer (Figura 49a). Este resultado va en 
concordancia con el papel como supresor tumoral de Pten. Además se observó un 
menor desarrollo de linfomas y sarcomas histiocíticos aunque no se vio reducida la 
formación de tumores de hígado (Figura 49b). En relación a esto último, se ha 
demostrado que la falta de Pten está implicada en el desarrollo de múltiples tumores 
incluyendo linfomas pero no en tumores de hígado (Cristofano et al., 1998; 
Podsypanina et al., 1999; Stambolic et al., 2000). 
a                                         b 
 
Figura 49. Los ratones Ptentg desarrollan menos cáncer espontáneo. a. Incidencia de cáncer en 
los ratones Ptentg. También se representa el porcentaje de ratones que tenían 1, 2, 3 o 4 tumores. 
b. Porcentaje de ratones que padecían los tumores mencionados. La significancia estadística fue 
determinada utilizando el test de Fisher. *p<0,05; ***p<0,001.  
 
Así pues, nos preguntamos, si el efecto en el retraso del envejecimiento fue 
consecuencia de que los ratones Ptentg tuvieran menos cáncer. Por ello, representamos 
la supervivencia de los ratones en curvas Kaplan-Meier excluyendo a los ratones de 
ambos grupos que murieron con cáncer. Vimos que en este caso, los ratones Ptentg 






























   














Figura 50. Los ratones 
Ptentg que no desarrollaron 
cáncer son más longevos. 
Curvas de supervivencia 
Kaplan-Meier en las que se 
representa la supervivencia 
de machos y hembras de los 
ratones wild type y Ptentg. 
La significancia estadística 
se calculó por el log-rank 
test. 
 
Por tanto vemos que la sobre-expresión de Pten tiene un impacto directo en la 
longevidad independiente de su papel como supresor de tumores. Para investigar esto 
en detalle, analizamos algunos marcadores asociados al proceso de envejecimiento. 
5.3. Análisis del efecto de la sobre-expresión de Pten sobre 
marcadores asociados al proceso de envejecimiento 
5.3.1. Acumulación de daño en el ADN 
La acumulación de daño en el ADN en los tejidos (y sobre todo en el hígado) durante el 
envejecimiento, es uno de los marcadores moleculares más usados (Matheu et al., 2007; 
Wang et al., 2009). Utilizando hígados de ratones viejos (1,5-2 años) se hicieron 
inmunofluorescencias de 2 marcadores de daño al ADN, γH2AX y 53BP1 y se vio que 
en el hígado de los ratones Ptentg había menos daño en el ADN comparado con 
hígados de ratones wild type (Figura 51). 
 
Figura 51. Los hígados de los 
ratones Ptentg viejos 
presentan menos daño en el 
ADN. Porcentaje de células 
positivas para el marcador de 
daño γH2Ax (izquierda) y 
para el marcador 53BP1 
(derecha). Las barras 
representan la media ±  
desviación típica (dt). La 
significancia estadística fue 
calculada con la prueba t de 
Student. *p<0,05. n=4 machos 





































































5.3.2. Coordinación neuromuscular 
Un factor que disminuye con la edad es la coordinación neuromuscular (Ingram and 
Reynolds, 1986). Para analizar la coordinación neuromuscular, se utilizó un ensayo 
llamado “tightrope” en el que se estudia la capacidad de un ratón de permanecer sobre 
una barra de sección cilíndrica (60 cm de largo y 1,5 cm de diámetro) más de un 
minuto. Se considera el test satisfactorio si el ratón está más de un minuto sobre la 
barra en al menos uno de un total de 5 intentos consecutivos. Los ratones Ptentg viejos 
superaron mejor este test (Figura 52) por lo que concluimos que tienen mejor 
coordinación neuromuscular que los ratones wild type.  
 
Figura 52. Los ratones Ptentg viejos presentan 
mejor coordinación neuromuscular. Porcentaje 
de ratones que pasaron con éxito el test 
“tightrope”. Los ratones fueron colocados en 
una barra de sección circular de 1,5 cm de 
diámetro y 60 cm de largo. Se considera que un 
ratón supera el test cuando es capaz de 
mantenerse encima de la barra durante al 
menos 1 minuto en al menos un intento de 
cinco consecutivos. Se utilizaron ratones 
jóvenes de menos de 6 meses (n=10 por 
genotipo) y ratones viejos de 1,5-2 años (n=29 
por genotipo). La significancia estadística fue 




5.3.3. Sensibilidad a la insulina 
Durante el proceso de envejecimiento se va adquiriendo resistencia a la insulina. Se ha 
demostrado que una característica común de los ratones longevos que tienen la 
actividad de la ruta de señalización de insulina o Igf1 disminuida, es su mejor 
sensibilidad a la insulina debido a una menor activación de los ciclos de 
retroalimentación negativos (negative feedback loops) que controlan esta ruta de 
señalización (Bartke, 2008). Por ello, nosotros analizamos los niveles de glucosa e 
insulina de machos jóvenes y viejos. Se vio que los ratones Ptentg tienen menores 
niveles de insulina y glucosa tras 16 horas de ayuno (Figura 53a y b), lo que resulta en 
mejores índices HOMA-IR (homeostatic model assessment-insulin resistance) y QUICKI 
(Quantitative insulin sensitivity check index) (Figura 53c). Estos dos índices se han usado 
ampliamente en la literatura para referirse a la resistencia a la insulina en numerosos 

































a                                                      b 
 
c                                                      d  
 
Figura 53. Los ratones Ptentg viejos presentan mejor sensibilidad a la insulina. a. Niveles de 
glucosa en condiciones de ayuno durante 16h en ratones jóvenes y viejos.  b. Niveles de insulina 
en condiciones de ayuno durante 16h en ratones jóvenes y viejos. c.  Resistencia a la insulina 
medida utilizando el índice HOMA-IR a partir de los niveles de glucosa e insulina en ayuno 
16h. d. Sensibilidad a la insulina medida utilizando el índice QUICKI a partir de los niveles de 
glucosa e insulina en ayuno 16h. Las barras representan la media ± desviación típica (dt). La 
significancia estadística fue calculada con la prueba t de Student. *p<0,05; **p<0.01. n=5-7 
machos por genotipo y grupo de edad; la edad de los machos jóvenes corresponde a menos de 6 
meses, la edad de los machos viejos corresponde a 1,5-2 años. 
 
También examinamos las fosforilaciones inhibitorias de Irs1 en los residuos Ser636 y 
Ser639 en el tejido adiposo blanco de ratones viejos Ptentg. Los ratones viejos Ptentg 
presentaban menor fosforilación de la Ser473 de Akt además y presentaban menores 
niveles de fosforilación de Ser636/639 de Irs1 comparado con la grasa de los ratones 
viejos wild type (Figura 54a y b). Esta menor fosforilación, podría reflejar disminución 
del ciclo de retroalimentación negativa regulado por S6K y en concordancia con esto, 
encontramos menor actividad quinasa de S6K, que se refleja en menor fosforilación de 
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Figura 54. Los ratones Ptentg viejos presentan menor fosforilación de Irs1. a, b. 
Inmunodetección de las proteínas indicadas en extractos proteicos de tejido adiposo blanco de 
machos viejos (1,5-2 años de edad). c. Inmunodetección de las proteínas indicadas en extractos 
proteicos de tejido adiposo blanco de machos jóvenes de menos de 6 meses de edad. 
 
Estos datos apoyan el concepto de que una mejor sensibilidad a la insulina en los 
ratones Ptentg se debe a un menor nivel de actividad basal de los mecanismos de 
retroalimentación  negativos. Esto lo hemos ilustrado con la observación de que en 
estos ratones, a edades avanzadas, hay menor fosforilación y por tanto menos 
inhibición Irs1 por mTORC1/S6K lo que se traduce en una mejor sensibilidad a la 
insulina. 
 
Acorde con las publicaciones anteriores que demuestran que distintos modelos 
animales más longevos tienen una reducción de la concentración de IGF1 en sangre 
(Bartke, 2008; Brown-Borg et al., 1996; Coschigano et al., 2000; Flurkey et al., 2001); 
estuvimos interesados en determinar los niveles de IGF1 en sangre tanto en ratones 
jóvenes como en viejos, viendo que tanto en animales Ptentg jóvenes como en Ptentg 


















Figura 55. Los ratones Ptentg 
presentan menos IGF1 en suero. 
Niveles de IGF1 medidos en suero 
de ratones jóvenes (<6 meses de 
edad) y viejos (1,5-2 años de 
edad). Las barras representan la 
media ± desviación típica (dt). La 
significancia estadística fue 
calculada con la prueba t de 





5.3.4. Otros marcadores de envejecimiento 
Otros marcadores de envejecimiento fueron analizados como la densidad mineral ósea 
(Figura 56) aunque no encontramos diferencias significativas entre los machos y 







Figura 56. Los ratones Ptentg viejos no 
tienen más densidad mineral ósea. 
Valores de densidad mineral ósea 
medida por densitometría de fémur de 
animales de 1,5-2 años de edad. Las 
barras representan la media ± 
desviación típica (dt). La significancia 
estadística fue calculada con la prueba t 
de Student sin diferencias significativas 




A nivel molecular, estudiamos los niveles de p16INK4a, ya que previamente se ha 
publicado que los niveles de ARN mensajero de este gen aumentan durante el 
envejecimiento (Krishnamurthy et al., 2004). Por tanto, se analizaron los niveles de 
ARNm de p16INK4a en hígados de machos jóvenes y viejos de ratones wild type y Ptentg. 
Si bien se observa un aumento de expresión de p16 entre ratones jóvenes y viejos que 
concuerda con lo anteriormente publicado, no se observaron diferencias significativas 
entre los ratones viejos de ambos genotipos (Figura 57), posiblemente debido a la gran 
variabilidad en los resultados obtenidos por lo que será necesario aumentar el número 
de ratones analizados. 



















































Figura 57. Niveles de ARNm de 
p16INK4a en el hígado. RT-PCR de los 
niveles de ARNm en el hígado de 
ratones jóvenes (n=3) y de ratones 
viejos (n=4). Las barras representan la 
media ± desviación típica (dt). La 
significancia estadística fue calculada 
con la prueba t de Student sin 
diferencias significativas p>0,05 al 
comparar genotipos; *p<0,05 al 
comparar jóvenes y viejos. 
 
 
Después de estudiar la supervivencia y un gran número de factores que influyen en el 
envejecimiento podemos concluir que una moderada y regulada sobre-expresión de 
Pten resulta en un aumento de la longevidad y en un retraso en muchos de los 
marcadores de envejecimiento analizados como acumulación del daño en el ADN, 





































































En esta memoria hemos presentado la generación de un nuevo modelo de ratón que 
tiene una sobre-expresión moderada y constitutiva del supresor de tumores Pten. Con 
este modelo animal hemos pretendido profundizar en el papel de PTEN en aspectos 
tan importantes como metabolismo y envejecimiento, sin olvidar su papel como 
supresor tumoral. 
1. PTEN y metabolismo 
Hemos generado ratones que expresan bajo sus propios elementos reguladores unas 
dos veces más del supresor de tumores Pten. El fenotipo observable más inmediato fue 
su bajo peso y su menor adiposidad. Este menor peso corporal, se corresponde con 
otros modelos animales con la ruta de señalización de AKT disminuida como el 
modelo animal que posee una sola copia de Akt1 y es deficiente en las 2 isoformas de 
Akt existentes (Akt2 y Akt3) (Dummler et al., 2006). Otros modelos animales como el 
S6K1-nulo (Um et al., 2004) también presenta un tamaño corporal disminuido.  
 
Además los ratones Ptentg son hiperfágicos lo que nos llevó a pensar que tendrían un 
gasto energético aumentado, que se comprobó posteriormente. Este gasto energético 
aumentado se debe a una mayor actividad en el tejido adiposo marrón. Junto con el 
tejido adiposo marrón, el músculo es otro órgano importante responsable del gasto 
energético. En particular, sobre-expresión de Pgc1α (Lin et al., 2002a) o compuestos 
que activan a Pgc1α a través de SIRT1 (SRT1720) (Feige et al., 2008) inducen el cambio 
de las fibras musculares tipo II (con baja capacidad oxidativa) en fibras tipo I (con alta 
capacidad oxidativa) y en algunos casos se ha asociado a un aumento en el gasto 
energético. En nuestro caso, no detectamos este cambio de fibras tras el examen de la 
actividad succinato deshidrogenasa en el músculo gastrocnemio, por lo que esto 
refuerza la idea que el aumento del gasto energético en los ratones Ptentg se debe a una 
mayor actividad de los adipocitos marrones. 
 
EL mayor gasto energético se ha relacionado con una menor acumulación de grasa y 
una protección frente al daño metabólico. Los ratones Ptentg presentan una menor 
acumulación de grasa blanca y además están protegidos frente al desarrollo del hígado 
graso inducido por una dieta rica en grasa. Los ratones carentes de S6K1, uno de los 
mediadores de la ruta de señalización de PI3K/AKT también están protegidos de este 
daño metabólico debido a que S6K1 media una regulación negativa de la ruta de 
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señalización de PI3K. Tras una exposición continuada a nutrientes e insulina (como en 
el caso de la dieta rica en grasas), esta ruta de señalización se desensibiliza por la 
fosforilación de IRS1 mediada por mTORC1 y S6K que fosforilan a IRS1 y promueven 
su degradación. Esto hace que la ruta de señalización de la insulina no funcione y los 
tejidos se vuelvan resistentes a su acción, desarrollando hiperinsulinemia. Por el 
contrario, en los ratones S6K1-nulos, este lazo de retroalimentación negativa está 
reducido, aumentando  su sensibilidad a la insulina en condiciones de obesidad. Los 
ratones Ptentg tras una exposición de 6 meses a HFD (dieta rica en grasa) presentan 
menos acumulación de lípidos en el hígado y tras el ensayo de tolerancia a la insulina 
se ha visto que son más sensibles. Sin embargo, en condiciones de alimentación 
estándar y en ratones jóvenes los experimentos de tolerancia a la glucosa y sensibilidad 
a la insulina no han arrojado resultados claros aunque se esperaba que como en otros 
modelos animales con la ruta de señalización de PI3K/AKT disminuida fueran más 
resistentes a la insulina y a la glucosa. 
 
Así mismo se observó que la sobre-expresión de Pten en el tejido adiposo marrón 
conducía a una hiperactivación del mismo lo que condujo a que nos planteáramos la 
utilización de inhibidores de PI3K como posibles activadores del tejido adiposo marrón 
y su posible utilización en tratamientos contra la obesidad. 
1.1. PTEN y tejido adiposo marrón 
El mecanismo más eficiente que se conoce para disipar energía de manera inducible es 
a través del tejido adiposo marrón (Cannon and Nedergaard, 2004). El tejido adiposo 
marrón poco a poco está adquiriendo mayor importancia gracias a que se ha 
descubierto que está activo en el humano adulto (Cypess et al., 2009; van Marken 
Lichtenbelt et al., 2009; Virtanen et al., 2009). Hemos visto que el tejido adiposo marrón 
de los Ptentg es más activo lo que concuerda con su elevado gasto energético. Además 
en este tejido, hay mayores niveles de Ucp1 y Pgc1α. Ucp1 media la disipación de la 
energía en los adipocitos marrones (Kozak and Anunciado-Koza, 2008) y en 
consecuencia los niveles de ARNm de Ucp1 en el tejido adiposo marrón de los ratones 
Ptentg están aumentados. Además de este aumento, también se ha observado un 
aumento en los niveles de su principal regulador transcripcional que es Pgc1α. Así 
mismo, Pgc1α está implicado en la regulación de otros procesos metabólicos como la 
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oxidación de los ácidos grasos (Puigserver and Spiegelman, 2003; Puigserver et al., 
1998; Vega et al., 2000). En consecuencia algunos genes que están implicados en dicho 
proceso están aumentados en el BAT de los ratones Ptentg. En el tejido adiposo blanco 
de estos ratones también se ha podido detectar expresión de Ucp1, cuya expresión está 
limitada sólo al tejido adiposo marrón lo que sugiere que los ratones Ptentg tienen un 
mayor número de adipocitos marrones dispersados en el tejido adiposo blanco. Esta 
localización de adipocitos marrones en el tejido blanco contribuye a la termogénesis y 
al gasto energético sistémico. En otros modelos animales como el ratón transgénico de 
PRDM16 en grasa blanca (factor de transcripción imprescindible para la diferenciación 
del tejido adiposo marrón) presenta tras la estimulación con CL316243 (un agonista de 
la ruta de señalización β3-adrenérgica), un aumento de la población de adipocitos 
marrones en su tejido adiposo blanco (Seale et al., 2007). También se ha estudiado que 
la sobre-expresión de la ciclooxigenasa 2 (COX2), enzima implicada en la síntesis de 
prostaglandinas, muestran mayor acumulación de estos adipocitos marrones y 
proponen que las prostaglandinas producidas en las células del tejido adiposo blanco 
(en respuesta a la señalización β3-adrenérgica) o procedentes de la circulación pueden 
estimular la formación de estos adipocitos marrones (llamados también células beige) 
(Vegiopoulos et al., 2010). Estudios futuros deberán aclarar cuál es el papel de Pten en 
el aumento de estas células en el tejido adiposo blanco. 
 
En el hígado, se ha demostrado que el factor de transcripción Foxo1 es crítico para la 
función que ejerce Pgc1α (Matsumoto et al., 2007; Puigserver et al., 2003). Además Akt 
fosforila e inhibe a Pgc1α (Li et al., 2007) y a Foxo1(Kops et al., 1999). Así mismo, Foxo1 
junto con Pgc1α regulan positivamente la transcripción de este último. Basados en 
estas observaciones, analizamos los niveles de fosforilación de Akt en el tejido adiposo 
marrón de los ratones Ptentg y vimos que son menores; lo que se corresponde con una 
menor actividad de Akt y por tanto una menor fosforilación de Foxo1 (Figura 32). Así, 
una mayor actividad transcripcional de Foxo1 estaría aumentando los niveles de Pgc1α 
y por tanto de Ucp1. Para demostrar que el aumento de Pten induce la expresión de 
Ucp1 y Pgc1α, vía inhibición de la ruta de señalización de Akt, utilizamos un inhibidor 
específico de PI3K en 2 tipos celulares distintos de adipocitos marrones y vimos que el 
tratamiento con el inhibidor de PI3K sólo o tras la estimulación β3-adrenérgica por el 
uso de forskolina, aumenta los niveles de Ucp1 y Pgc1α. Por tanto demostramos que el 
aumento de transcripción de Ucp1 es intrínseco (cell-autonomous) a los adipocitos 
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marrones Ptentg. Basados en estos resultados, nos preguntamos ahora, si Foxo1 regula 
la transcripción de Pgc1α (igual que en músculo e hñigado) y Ucp1 directamente; por 
tanto se están realizando los experimentos necesarios para determinar este nuevo 
mecanismo de regulación transcripcional. 
 
También se ha propuesto que Pten aumenta la eficiencia de la generación de tejido 
adiposo marrón ectópico tras la implantación de fibroblastos wt y Ptentg que 
expresaban los factores de transcripción Prdm16 y Cebpβ necesarios para la formación 
de estos depósitos de tejido marrón (Kajimura et al., 2009). 
1.2. Inhibidores de PI3K como tratamiento anti-obesidad 
Los avances recientes en el estudio de la biología y fisiología del tejido adiposo marrón 
hacen suponer que este tejido tiene un importante papel en el control de la homeostasis 
energética y por lo tanto sugiere nuevas estrategias para combatir la obesidad y sus 
patologías asociadas tanto en ratones como humanos. Numerosos estudios en modelos 
animales han demostrado que el aumento de actividad del tejido adiposo marrón 
puede contrarrestar el desarrollo de la obesidad a través del aumento del gasto 
energético (como el transgénico de Ucp1 específico de grasa; (Kopecky et al., 1995)). Sin 
embargo surgen muchas preguntas como, ¿cuánto tejido adiposo marrón hace falta 
para aumentar el gasto energético y poder contrarrestar el desarrollo de la obesidad? 
Una posible solución sería el transplante de adipocitos marrones diferenciados a partir 
de fibroblastos. La primera aproximación fue realizada por el laboratorio del Dr. B. 
Spiegelman en 2009, en el que se transplantaron tejido adiposo marrón ectópico 
generado a partir de fibroblastos que expresaban dos factores, PRDM16 y C/EBPβ 
(Kajimura et al., 2009). Es muy importante también aclarar, a través de sus reguladores 
transcripcionales como FOXC2, pRb, RIP140, PRDM16 y PGC1α (Cederberg et al., 2001; 
Christian et al., 2005; Hansen et al., 2004; Leonardsson et al., 2004; Puigserver et al., 
1998; Scime et al., 2005; Seale, 2007; Seale et al., 2007) , si hay una o varias rutas de 
señalización y mecanismos que inducen el desarrollo del tejido adiposo marrón. Sin 
embargo la transferencia de genes o la implantación de células no son métodos 
óptimos para el tratamiento de la obesidad en humanos, por lo que se tienen que 
explorar alternativas que potencien el desarrollo del tejido adiposo marrón y su 
actividad (Figura 58). También queda por aclarar el origen de los adipocitos marrones 
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que se encuentran repartidos por el tejido adiposo blanco cuya inducción es 
dependiente de AMPc a partir de un linaje independiente del factor Myf5, y están 
asociados a la protección frente a la obesidad y las enfermedades metabólicas 
(Cederberg et al., 2001; Ishibashi and Seale, 2010; Leonardsson et al., 2004).  Una mejor 
compresión de los circuitos moleculares que regulan el desarrollo del tejido adiposo 
marrón y su desarrollo puede dar lugar al desarrollo de drogas específicas que actúen 
sobre el desarrollo de la obesidad (Figura 58). 
 
En la búsqueda de tratamientos contra esta enfermedad también se ha puesto mucho 
énfasis en encontrar drogas que activen la termogénesis mediada por el tejido adiposo 
marrón aunque la activación del BAT mediante la utilización de agonistas de la 
señalización β3-adrenérgica no han tenido el éxito esperado en humanos (Clapham and 
Arch, 2007). La leptina disminuye el apetito, aumenta el gasto energético y es capaz de 
revertir la obesidad en los ratones ob/ob (Zhang et al., 1994). Sin embargo, la deficiencia 
de leptina es rara en humanos y la mayoría de los obesos son resistentes a la leptina, 
por lo que la administración de leptina sólo sería efectiva en un reducido número de 
pacientes (Friedman, 2009) (Figura 58). 
 
La tercera aproximación sería aumentar la función termogénica del músculo 
esquelético (Figura 58). Dado los beneficios que aporta el ejercicio físico, se hace muy 
atractivo descubrir tratamientos (Himms-Hagen, 2004) que aporten los mismos 
beneficios especialmente para aquellos individuos con limitaciones físicas o aquellos 
predispuestos a desarrollar obesidad (Goodyear, 2008). En este sentido se han 
estudiado compuestos activadores de SIRT1 como el resveratrol que aumenta que 
protege a los ratones frente a la obesidad inducida por la dieta y la resistencia a la 
insulina (Lagouge et al., 2006) o su análogo SRT1720 que además de la función que 
ejerce sobre el músculo se ha visto que tiene una función directa en el BAT al modificar 
el tamaño de sus gotas lipídicas y su patrón de expresión de genes (Feige et al., 2008). 
Otra enzima implicada en la bioenergética celular es AMPK (AMP-activated protein 
kinase), que detecta el estado nutricional de la célula y ayuda a regular el transporte de 
glucosa, la oxidación de los ácidos grasos y adaptaciones metabólicas del músculo 
esquelético. La activación continua de AMPK por AICAR (5-aminoimidazole-4-
carboxamide-1-β-D-ribofuranoside) aumenta la función mitocondrial del músculo 
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esquelético (Koh et al., 2008). Ya hay ensayos clínicos utilizando resveratrol o AICAR 
para el tratamiento de enfermedades metabólicas. 
 
Por último otra aproximación sería aumentar la función desacoplante en la 
mitocondria (mitochondrial uncoupling) lo que permitiría aumentar el gasto energético. 
En esta línea se ha estudiado el compuesto 2,4-dinitrofenol (DNP) pero puede generar 
efectos adversos relacionados con una utilización en exceso (Colman, 2007) (Figura 58). 
 
 
Figura 58 Aproximaciones terapéuticas para combatir la obesidad aumentando el gasto 
energético. Basadas en el conocimiento actual se pueden establecer cuatro aproximaciones 
terapéuticas: el aumento de la diferenciación del BAT, activación de la termogénesis mediada 
por el BAT o por el músculo y aumentar la función desacoplante de la mitocondria. También se 
podría utilizar la terapia celular como alternativa, diferenciando células del paciente obeso a 
adipocitos marrones para transplantárselos posteriormente, lo que ayudaría a disipar el exceso 
de energía. 
 
Por tanto basados en el conocimiento actual se han propuesto cuatro aproximaciones 
terapéuticas para activar el tejido adiposo marrón y aumentar el gasto energético en 
unes fuerzo de reducir la obesidad. 
 
En esta línea,  en la presente tesis doctoral hemos querido acercarnos a la investigación 
de nuevos compuestos que sirvan como tratamiento frente a la obesidad. Debido a los 
resultados obtenidos en nuestro modelo Ptentg el cual presentaba un tejido adiposo 
más activo y un mayor gasto energético, creímos oportuno probar los inhibidores de 
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PI3K como posible tratamiento para inducir la actividad tejido marrón y por lo tanto la 
reducción de la obesidad. Previamente, nuestros estudios in vitro con células 3T3L1-
Cebpβ, con pre-adipocitos marrones y con adipocitos marrones diferenciados han 
demostrado que el tratamiento con inhibidores de PI3K aumentan la transcripción de 
Pgc1α y Ucp1, principales mediadores de la actividad del tejido adiposo marrón; 
además hemos visto que la sobre-expresión de Pten en fibroblastos murinos y posterior 
infección con los factores de transcripción Prdm16 y Cebpβ hace que se formen 
depósitos de tejido graso marrón de forma más eficiente que con la implantación de 
fibroblastos sin sobre-expresión de Pten. Además se ha demostrado que el tratamiento 
de ratones obesos con estos inhibidores lleva a una reducción de peso y una reducción 
en la adiposidad sin reducir el peso del tejido magro y sin provocar toxicidad aunque 
son necesarios estudios que aclaren si estos inhibidores son capaces de aumentar 
también el gasto energético. Además estos compuestos no afectan al peso corporal de 
los ratones alimentados con dieta estándar.Todos estos datos, junto con los resultados 
preliminares obtenidos de los dos ensayos realizados en ratones obesos, apuntan que el 
uso de los inhibidores de PI3K pueden ser una buena aproximación para contrarrestar 
la obesidad y sus enfermedades asociadas.  
 
2. PTEN y envejecimiento 
Nuestro laboratorio, durante estos últimos años, ha investigado para establecer una 
relación entre los genes supresores de tumores y longevidad. A partir de los modelos 
animales con una dosis extra de los supresores tumorales más importantes como p53, 
p16INK4a, y ARF se ha establecido una importante relación entre cáncer y 
envejecimiento. El incremento de la dosis de estos tres genes tienen un efecto 
cooperativo en la protección contra el desarrollo de cáncer en los ratones 
p53tg/(p16/ARF)tg y además son un 16% más longevos. Además el aumento en la 
longevidad se debe a un retraso en el envejecimiento de estos ratones y no a la 
protección en el desarrollo de cáncer que les confiere el tener copias extra de estos 
genes supresores de tumores (Matheu et al., 2009; Matheu et al., 2007; Matheu et al., 
2008). Este aumento de longevidad se debe al papel protector de p53 y ARF frente al 




Cabe destacar, que la ruta de PI3K/AKT/mTOR/S6K también ha sido relacionada en 
los últimos años con el envejecimiento (ver Figura 4). Numerosos estudios en otros 
modelos animales como levaduras (S. cerivisiae), nematodos (C. elegans), moscas (D. 
melanogaster) e incluso en ratón, han revelado que una disminución en la señalización 
de esta ruta, retrasa el envejecimiento en estos organismos. Concretamente se ha visto 
en S. cerevisiae que la deleción de TOR1 o SCH9 (homólogo de Akt y S6K en ratón) 
conlleva a un aumento de la longevidad (Burtner et al., 2009; Fabrizio et al., 2001). En 
C. elegans, se ha visto que este aumento de longevidad requiere al factor de 
transcripción daf-16 (homólogo de FOXO en mamíferos), el cual regula la expresión de 
genes implicados en respuesta celular frente al estrés, actividad antimicrobiana y 
detoxificación. Además la disminución de la ruta de TOR y S6K pueden aumentar la 
longevidad de estos nematodos.(Hansen et al., 2008; Johnson, 2008; Libina et al., 2003). 
Se ha visto además que el homólogo de PTEN en nematodo, daf-18 juega un papel 
muy importante en longevidad (Mihaylova et al., 1999). Por su parte en D. melanogaster 
también se ha estudiado que una disminución de la ruta de señalización IIS 
(Insulin/IGF1 signaling pathway) tiene un papel clave en envejecimiento (Piper et al., 
2008), aunque cabe por determinar si FOXO tiene un papel importante (Fontana et al., 
2010). Además la disminución de la señalización de TOR, ya sea por manipulación 
genética (Kapahi et al., 2004) o por tratamiento con su inhibidor rapamicina (Bjedov et 
al., 2010) tiene un efecto en el aumento de la longevidad. 
 
En ratones, mutaciones o deficiencias en el eje GH/IGF1 que disminuyen la 
señalización de IIS (Bartke, 2005) pueden aumentar sustancialmente la longevidad. 
Recientes estudios han demostrado igualmente que la inhibición del la ruta de mTOR, 
ya sea por la eliminación de uno de efectores, S6K1 (Selman et al., 2009) o bien por su 
propia inhibición tras el tratamiento con rapamicina (Harrison et al., 2009) puede 
afectar al envejecimiento. 
 
Es importante señalar que aunque la manipulación de los organismos invertebrados ha 
ayudado a descubrir genes y mecanismos que participan en envejecimiento y 
longevidad, el ratón es el mamífero más práctico para establecer si esos genes 
homólogos también están relacionados con envejecimiento en mamíferos, lo que 




Sin ir más lejos, en nuestro laboratorio se han generado ratones transgénicos para Sirt1, 
gen homólogo de Sir2 de levaduras, nematodos y moscas. En estos tres organismos 
invertebrados se ha estudiado a lo largo de muchos años que esta proteína es clave 
para la longevidad (Kaeberlein et al., 1999; Rogina and Helfand, 2004; Tissenbaum and 
Guarente, 2001). Sin embargo los ratones que sobre-expresaban Sirt1 no tienen 
diferencias en longevidad en comparación con los ratones wt, aunque si presentaban 
un envejecimiento “más saludable” (Herranz et al., 2010). Aunque es necesario 
destacar que existen otras 6 sirtuinas en mamíferos y que la sobre-expresión de una de 
ellas quizá no sea suficiente para ver diferencias en el envejecimiento.  
 
Por todo ello y aunque los datos en C. elegans y los datos en los modelos de ratón con el 
eje GH/IGF1 disminuido nos sugerían que PTEN podían tener un papel protector 
frente al envejecimiento, estudiamos este proceso y sus patologías asociadas en los 
ratones Ptentg. Si nos fijamos en las curvas de supervivencia (Figura 48) los ratones 
Ptentg presentan un aumento en su longevidad comparados con los ratones wt. Este 
aumento es de un 12% en machos y un 11% en hembras, aumentos comparables a otros 
casos como el estudio del aumento de longevidad mediante el tratamiento de ratones 
con rapamicina (Harrison et al., 2009) en el que el aumento es del 7%-15% en hembras 
y 5%-15%en machos. En el ratón S6K1-nulo podemos observar que este aumento en la 
longevidad sólo se observa en las hembras (19%). Efectos del género sobre el 
envejecimiento se han reflejado en otros estudios de ratones con el eje IIS afectado 
como los Igf1r+/-  y los Irs1-/- (Holzenberger et al., 2003; Selman et al., 2008a). En 
muchos de los casos en el que el eje de señalización insulina/IGF1 está disminuido, al 
igual que en los ratones Ptentg, se ha visto un efecto sobre longevidad (en la Tabla 2 se 
muestran todos los modelos animales así como una breve descripción de sus 
principales fenotipos).  
 
Posteriormente nos preguntamos si este aumento de la longevidad de los ratones Ptentg 
se debía a un aumento de la protección frente el desarrollo de tumores (Figura 49). Al 
excluir los ratones que padecían cáncer de la curva de supervivencia pudimos observar 
que los ratones Ptentg tienen un aumento de la longevidad de un 30%, sugiriendo que 
Pten tiene un papel en envejecimiento independiente de su función supresora de 
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tumores como ocurre en otros modelos transgénicos que sobre-expresan genes 
supresores de tumores como el ratón p53tg/(p16/ARF)tg (Matheu et al., 2007).  
 
El análisis de algunos marcadores moleculares de envejecimiento como se muestra en 
(Matheu et al., 2007) y (Wang et al., 2009) como γH2AX y 53BP1 reveló que los  ratones 
Ptentg tenían menos acumulación de daño en el hígado medido por ambos marcadores. 
También se analizó la coordinación neuromuscular durante el envejecimiento, aunque 
el hecho que los ratones Ptentg tengan un tamaño reducido puede afectar a esta prueba.  
 
Otras de las características mejor estudiadas durante el envejecimiento es la progresiva 
resistencia a la insulina. Está muy documentado que la reducción de la función del eje 
insulina/IGF1 permite un aumento de longevidad en moscas y nematodos (Guarente 
and Kenyon, 2000; Tatar et al., 2003). En humanos, los individuos centenarios son 
sensibles a la insulina (Paolisso et al., 1996) y tienen una menor incidencia de diabetes 
(Kojima et al., 2004). En los ratones Ptentg, que también tienen menores niveles de IGF1 
en sangre y existen unos menores niveles circulantes de insulina que a la larga se 
traduce en un aumento en la sensibilidad a esta hormona como nos muestran los 
índices HOMA-IR y QUICKI. En los ratones longevos con deficiencias en la ruta 
insulina/IGF1 se ha visto que una de sus características comunes es una mayor 
sensibilidad a la insulina por una menor exposición crónica a esta hormona. Dicha 
exposición crónica a la insulina permite una desensibilización de la señal y a la larga el 
desarrollo de resistencia a la insulina por la señal de retroalimentación negativa que 
regula esta ruta de señalización como ocurre en los ratones S6K1-nulos (Selman et al., 
2009; Um et al., 2004). También se ha visto aumentada la sensibilidad a la insulina en 
ratones deficientes o resistentes a GH, en este caso debido a la reducción de la masa de 
los islotes pancreáticos lo que conlleva a una menor secreción de insulina (Liu et al., 
2004), aumento en la secreción de adiponectina (Al-Regaiey et al., 2005) y expresión 
alterada de genes relacionados con la sensibilidad a la insulina como Pparγ y Pgc1α 
(Al-Regaiey et al., 2005; Masternak et al., 2004; Masternak et al., 2005). En los ratones 
Ptentg, se ha estudiado la morfología de los islotes pancreáticos, la distribución de las 
células β y los niveles de adiponectina aunque no se han encontrado diferencias (datos 





Se ha demostrado que la restricción calórica aumenta la longevidad en todos los 
organismos estudiados, ya que reduce el riesgo de desarrollar diabetes, enfermedades 
cardiovasculares, desórdenes neurodegenerativos y muchos tipos de cáncer (Fontana, 
2008; Howell et al., 2009). El tejido adiposo marrón y la proteína Ucp1 están regulados 
por mecanismos moleculares que juegan papeles fundamentales sensibles a los 
cambios de ingesta y gasto energético. Se ha planteado incluso la posibilidad de que el 
tejido adiposo marrón pueda proteger al organismo del envejecimiento (Mattson, 
2010). En humanos este tejido responde frente a la exposición al frío y esta respuesta se 
ha visto que está disminuida durante el envejecimiento (Saito et al., 2009). Además este 
tejido adiposo está inversamente relacionado con el índice de masa corporal (IMC) y la 
grasa visceral, consistente con una necesidad aumentada de termogénesis en los 
individuos más delgados y la noción de que el gasto energético llevado a cabo por el 
BAT puede contribuir al mantenimiento de un bajo IMC y  poca acumulación de grasa 
visceral. Estudios en animales apoyan la idea de una reducida actividad del tejido 
adiposo marrón en organismos viejos. Se ha visto que la termogénesis mediada por el 
tejido adiposo marrón inducida ya sea por frío o por estimulación con norepinefrina 
está muy disminuida en ratas viejas comparadas con individuos jóvenes (McDonald 
and Horwitz, 1999). Además la reducción del tejido adiposo marrón durante el 
envejecimiento podría contribuir al aumento de acumulación de grasa visceral que 
típicamente ocurre a lo largo del envejecimiento. Hemos visto que los ratones Ptentg 
tienen una mayor actividad en el tejido adiposo marrón, que mimetiza el caso de la 
restricción calórica (aunque en nuestras manos el perfil de expresión de genes en dicho 
tejido entre los ratones Ptentg y los wt en restricción calórica no son los mismos)lo que 
podría contribuir a su retraso en el envejecimiento, aunque este punto se debería 
estudiar con más profundidad, con la generación de un ratón transgénico para Pten 
sólo en el tejido adiposo marrón y estudiar su envejecimiento y enfermedades 
asociadas. 
 
Manipulaciones  que puedan aumentar la masa y actividad del tejido adiposo marrón, 
aumentarán el gasto energético y reducirán la acumulación de grasa visceral, todo ello 
tendrá un efecto sobre la sensibilidad a la insulina lo que conducirá a un retraso en el 
desarrollo de enfermedades asociadas al envejecimiento (cardiovasculares, 
neurodegenerativas, cáncer, diabetes) y tendrá un efecto positivo sobre la longevidad. 
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Figura 60. Tejido adiposo marrón y longevidad. Posible meacanismo por el que el tejido 
adiposo marrón podría proteger frente a la obesidad y otras enfermedades asociadas al 
envejecimiento 
 
3. PTEN y cáncer. 
Se ha estudiado a lo largo de los casi 14 años desde su descubrimiento la función de 
Pten y su papel en el desarrollo de múltiples tumores. Durante el transcurso de la tesis, 
hemos verificado su papel como supresor tumoral tanto en la inducción de tumores 
con el carcinógeno 3-metilcolantreno (3MC) como en el desarrollo de tumores 
espontáneos durante el envejecimiento de dichos ratones.  
 
En el caso de la inducción de sarcomas por 3MC, decidimos la utilización de este 
protocolo ya que previamente se ha demostrado que la aparición de dichos tumores 
depende de p53 (Garcia-Cao et al., 2002). Además numerosos estudios demuestran la 
cooperación de p53 y PTEN. Se ha planteado que p53 actuando como factor de 
transcripción se une al promotor de Pten activando su transcripción después de un 
daño en el DNA producido por irradiación γ (Stambolic et al., 2001). Akt fosforila y 
activa a Mdm2 (Mayo and Donner, 2001; Zhou et al., 2001b), la ubiquitin ligasa que 
dirige a p53 a su degradación al proteosoma; Pten al contrarrestar la señalización de 
Akt, estaría estabilizando a p53 de forma indirecta e incluso se ha propuesto que Pten 
se une directamente a p53 lo que aumentaría la estabilidad de dicha proteína (Freeman 
et al., 2003). También se ha visto que la pérdida de Pten y p53 conlleva al desarrollo de 
carcinomas de vejiga (Puzio-Kuter et al., 2009) y aumenta la agresividad de los tumores 
BATBAT
(proliferación de los precursores, diferenciación de 
los precursores, aumento de expresión de UCP1)
Gasto energético
Sensibilidad a la insulina







de próstata (Johnson and Janne, 2005). Por todo ello, aunque no se muestra en los 
resultados de esta tesis hemos empezado a generar colonias de ratones Ptentg sin 
copias, con una copia o con tres copias de p53(Garcia-Cao et al., 2006), para estudiar de 
una mejor manera la relación entre estos dos genes supresores de tumores. 
 
Otros modelos de desarrollo de cáncer inducido genéticamente durante el transcurso 
de esta tesis ha sido el modelo TgMMTV-PyMT que desarrolla tumores de mama por 
la sobre-expresión de la proteína viral middle-T. Middle-T recluta a Src y  activa de una 
manera constante a PI3K lo que aumenta la señalización de esta ruta mediada por 
AKT. Al comprobar que en fibroblastos murinos primarios, la sobre-expresión de Pten 
reducía de forma drástica el número de focos de transformación que se producían por 
Middle-T, decidimos cruzar los ratones Ptentg con los ratones TgMMTV-PyMT. 
Resultado preliminares nos anuncian que en este fondo, la sobre-expresión de dos 
veces de Pten no es suficiente para retrasar la aparición de los tumores de mama 
generados por la sobre-expresión de PyMT (datos no mostrados).  
 
También se ha estudiado el papel de Pten en tumores de colon e intestino (Di 
Cristofano et al., 1998)y además en los ratones Apc+/- que desarrollan adenomas en el 
intestino delgado, la falta de Pten aumenta el grado de las lesiones. Por todo ello 
quisimos estudiar la sobre-expresión de Pten en un fondo ApcMin/+ (que desarrollan 
neoplasias intestinales múltiples)para ver cómo afecta dicha sobre-expresión al 
desarrollo de los tumores. Estos cruces se están llevando a cabo y por ello no podemos 
adelantar ningún resultado al término de la escritura de la tesis. 
 
El estudio de los tumores espontáneos que se generaron durante el envejecimiento de 
los ratones wt y Ptentg nos llevó a confirmar el papel de Pten como supresor tumoral ya 
que sólo el 43% ratones analizados murieron debido a tumores mientras que un 
porcentaje mucho mayor de wt (80%) murieron por esta causa. Además se vio muy 
reducida la incidencia de linfomas y sarcomas histiocíticos pero no la incidencia de 
tumores de hígado en concordancia con previos estudios donde se muestran que en los 
ratones Pten+/- es infrecuente la aparición de tumores de hígado pero por el contrario, 
Pten si que juega un papel en el desarrollo de linfomas (Di Cristofano et al., 1998; 
Podsypanina et al., 1999; Stambolic et al., 2000). Por tanto el aumento de expresión de 




En conjunto, los resultados de esta tesis nos han permitido profundizar sobre el papel 
del supresor de tumores Pten en su implicación sobre envejecimiento y metabolismo, 
La sobre-expresión de Pten protege frente al daño metabólico inducido por la dieta rica 
en grasa y aumenta el gasto energético debido a que poseen un tejido adiposo marrón 
más activo. Esto nos ha permitido explorar el impacto del uso de inhibidores de PI3K 
como activadores de la transcripción de Ucp1 y Pgc1α en adipocitos marrones y su 
potencial uso para tratar la obesidad ya que hemos visto que tras el tratamiento con 
estos inhibidores aumenta el tejido adiposo marrón situado en el tejido adiposo blanco, 
se reduce la adiposidad y la esteatosis y finalmente se consigue una disminución 
significativa del peso corporal. Así pues, estos resultados proporcionan una prueba 






































1. Hemos demostrado genéticamente que la protección al cáncer que 
confiere Pten es susceptible de ser aumentada sin incurrir en efectos 
secundarios deletéreos/negativos. Esto sugiere que los PI3Kis, a dosis 
moderadas, pueden ser beneficiosas en quimioprevención del cáncer. 
 
2. Hemos demostrado genéticamente que Pten confiere longevidad en 
mamíferos, lo cual extiende la conservación evolutiva de la ruta de 
envejecimiento conocida como IIS. 
 
3. Hemos demostrado genéticamente que Pten aumenta el gasto energético, 
lo cual ocurre al menos en parte por una activación de los adipocitos 
marrones. La consecuencia de este mayor gasto energético es una mayor 
protección al daño metabólico derivado de la dieta rica en grasas. 
 
4. Los compuestos sintéticos que mimetizan a Pten, es decir, los PI3Kis son 
capaces de activar a los adipocitos marrones y de inducir pérdidas 
significativas y rápidas de peso en ratones obesos. En ratones no-obesos, 
el tratamiento con PI3Kis no induce pérdida de peso y no tiene efectos 
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Decreased signalling of insulin and Igf1 increases longevity across animal 1 
evolution, including mammals 1,2. The effects of insulin/Igf1 on aging are 2 
intracellularly mediated by the PI3K/Akt/Foxo pathway in worms and flies 3 
1,2. Here, we have extended this paradigm to mammals by directly 4 
attenuating PI3K signalling in mice through moderate overexpression of the 5 
tumour suppressor Pten under its own transcriptional regulatory elements. 6 
Ptentg mice have lower levels of PI3K signalling, are protected from cancer, 7 
and present a significant extension of lifespan that is independent of their 8 
lower cancer incidence. Interestingly, Ptentg mice show an elevated rate of 9 
energy expenditure, which is accompanied by decreased adiposity and 10 
protection from high-fat diet-induced liver damage. Accounting for the 11 
elevated energy expenditure, we found that brown and white adipose tissues 12 
from Ptentg mice express high levels of the uncoupling protein Ucp1 and its 13 
transcriptional activator Pgc1α , and the relative uptake of glucose by brown 14 
adipose tissue (BAT) is constitutively increased. Also, the BAT of Ptentg mice 15 
contains lower levels of phosphorylated Akt, which is a negative regulator of 16 
both Pgc1α  and its critical partner Foxo1 3-6. In support of this, a synthetic 17 
PI3K inhibitor elevates the expression of Pgc1α  and Ucp1 in in vitro-18 
differentiated brown adipocytes, as well as, in the BAT of adult mice. Finally, 19 
Ptentg fibroblasts programmed in vitro with Prdm16 and C/Ebpβ , master 20 
factors for brown adipocyte differentiation 7,8, formed ectopic subcutaneous 21 
brown adipose pads more efficiently than similarly programmed non-22 
transgenic fibroblasts, altogether indicating that the effects of Pten on brown 23 
adipocytes are cell autonomous. These observations extend to mammals the 24 
evolutionary conserved modulation of organism survival by the PI3K 25 
pathway and uncover a role of Pten in promoting energy expenditure by 26 
brown adipocytes, thus decreasing the caloric input to the rest of the 27 




Tumour suppressors are specialized in protecting cells from damage and, in this 32 
context, it is conceivable that they could also provide defence against aging 9. 33 
Evidence of a convergent protection of cancer and aging exists for tumour 34 
suppressors p53, Ink4a and Arf 10,11. Here, we have tested this paradigm for the 35 
tumour suppressor Pten, which together with p53, Ink4a and Arf, constitute the 36 
four more important tumour suppressors in mammals as evidenced by their high 37 
frequency of inactivation and the wide range of tumour types where they are 38 
inactivated. 39 
 40 
The most prominent function of Pten is to counteract the activity of 41 
phosphatidylinositol 3-kinases type I (PI3K) 12. These kinases mediate signals 42 
triggered by insulin, insulin-like growth factors, and many other molecules 43 
generally involved in cellular growth and proliferation. Activation of PI3K is 44 
followed by the activation of Akt, which, in turn, triggers a complex cascade of 45 
events that includes the inhibition of Foxo transcription factors, as well as, 46 
feedback loops that ensure that the activity of the pathway is kept within limits 13-47 
17. A number of genetically-modified animals with decreased activity of the 48 
Insulin and Igf1 Signalling (IIS) axis are characterized by an extended longevity 49 
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1,2. In the case of the nematode Caenorhabditis elegans, decreased PI3K (AGE-1) 50 
activity results in extended longevity 18,19 and decreased Pten (DAF-18) activity in 51 
shortened survival 20. In the case of mammals, a variety of mice with decreased 52 
IIS activity have an extended longevity 21 and lower levels of PI3K/Akt 22-25. 53 
Also, caloric restriction (CR) is a robust anti-aging intervention 2 and, in mice, it 54 
is associated to decreased levels of Igf1 and reduced basal levels of PI3K pathway 55 
activity 26-28. However, direct inhibition of PI3K/Akt in mice has not been 56 
informative regarding longevity because severe inhibition of these kinases results 57 
in pathological defects, diseases and premature lethality 29.  58 
 59 
In an attempt to augment Pten activity without incurring in overt 60 
imbalances, we performed transgenesis with a Bacterial Artificial Chromosome 61 
(BAC) carrying a large (127 kb) intact genomic segment that includes the 62 
complete murine Pten gene (Supp. Fig. 1). In this manner, we obtained a 63 
transgenic mouse line, Ptentg, that expresses ~2x-fold levels of Pten relative to 64 
their wild-type littermates across all examined tissues, including Mouse Embryo 65 
Fibroblasts (MEFs) (2.3 ± 0.4; Fig. 1a). Transgenic mice were fertile and viable, 66 
although analysis of the segregation of the Ptentg allele indicated that the 67 
frequency of weaned transgenic mice was lower than expected (approx. 50% 68 
lower) (Supp. Table 1). Examination of embryos at an advanced stage of 69 
gestation (E13.5) showed equal proportions of wt and transgenic genotypes 70 
(Supp. Table 1) albeit transgenic embryos were noticeably smaller than wt 71 
embryos (Supp. Fig. 2). We surmise that the small size of the transgenic pups 72 
could cause abandonment by the mothers and early postnatal lethality. It is worth 73 
mentioning that a similarly high proportion of postnatal lethality has been 74 
reported for the long-lived dwarf mice deficient in the growth hormone receptor 75 
(Ghr) 30. The functionality of the Pten transgene was validated genetically by its 76 
ability to rescue the completely penetrant embryonic lethality associated to the 77 
homozygous deletion of the endogenous Pten alleles 31. In particular, upon 78 
performing the appropriate crosses, we obtained viable transgenic mice 79 
homozygously null for the endogenous alleles (i.e. Pten-/-;tg) (data not shown). 80 
Moreover, the presence of the transgene completely rescued the early cancer 81 
lethality of Pten+/- mice (Supp. Fig. 3). 82 
 83 
The impact of Pten overexpression on PI3K signalling was confirmed in 84 
primary MEFs under standard culture conditions where the basal levels of Pten 85 
protein were clearly augmented in association with lower levels of phosphorylated 86 
Akt (phospho-Ser473-Akt) (Fig. 1b). Also, insulin-triggered PI3K signalling was 87 
attenuated as judged by the levels of phospho-Ser473-Akt and phospho-Thr308-88 
Akt, as well as, phospho-Thr32-Foxo3 and phospho-Thr24-Foxo1 (Fig. 1c and 89 
Supp. Fig. 4). Next, we asked whether the Pten transgene was able to protect 90 
primary MEFs from oncogenic transformation. For this, we introduced into MEFs 91 
the papilloma virus oncoprotein E6, which efficiently inactivates p53, together 92 
with either oncogenic EGFR (EGFRL858R) or with polyoma virus oncoprotein 93 
middle-T, whose oncogenic activities are known to be strictly dependent on PI3K 94 
signalling 32,33. In both cases, Ptentg MEFs were significantly more resistant than 95 
wt MEFs to oncogenic transformation (Fig. 1d). Finally, we examined whether 96 
tumour suppression, the archetypical activity of Pten, was enhanced in Ptentg 97 
mice. This was evaluated, first, using a chemical carcinogenesis assay consisting 98 
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in intramuscular injection of 3-methyl-cholanthrene (3MC). This aggressive 99 
cancer model generates fibrosarcomas in all the treated mice, but Ptentg mice 100 
showed a significantly extended tumour-free survival compared to wt mice (Fig. 101 
1e). Additionally, we performed complete histological exploration of aged 102 
moribund mice and scored the incidence of tumours (malignant and pre-103 
malignant), as well as other pathologies (Supp. Table 2). Interestingly, the 104 
percentage of old moribund mice with cancer (i.e. malignant tumours) was 105 
significantly reduced in the Ptentg group relative to wt mice (Fig. 1f). Several 106 
cancer types, most notably lymphomas and histiocytic sarcomas (also known as 107 
histiocytic lymphomas), were significantly reduced in the Ptentg cohort (Fig. 1f). 108 
Liver cancers were a notable exception in the sense that the transgene had no 109 
impact on their incidence (Fig. 1f). These observations are in concordance with 110 
the fact that Pten haploinsufficiency does not result in liver tumours but in a 111 
multitude of other tumour types, notably including lymphomas 31,34,35. We 112 
conclude that the Ptentg allele is functional and provides protection against 113 
neoplastic transformation and cancer. 114 
 115 
To address the impact of Pten on healthspan and longevity, we followed 116 
cohorts of Ptentg mice, together with their wt littermates, during their entire 117 
lifespan (Supp. Tables 3, 4). Importantly, both male and female Ptentg mice 118 
showed a significant increase in longevity as indicated by their Kaplan-Meier 119 
survival curves, median survival and maximal lifespan (Fig. 2a; Supp. Tables 5, 120 
6; and Supp. Fig. 5). In particular, the mean longevity of the oldest 20% mice was 121 
significantly increased both in males (+16%) and in females (+7%) (p values of 122 
0.003 and 0.05, respectively; see Supp. Table 6). Additional statistical tests (Cox 123 
regression) indicated that the increased survival was dependent on the transgene 124 
and independent of other variables, such as the identity of the parents or date of 125 
birth, (Supp. Table 7). We also wondered whether the effect of the transgene in 126 
longevity was a consequence of its protective effect on cancer. However, cancer-127 
free Ptentg mice still presented an increased longevity when compared with 128 
cancer-free wt mice (Fig. 2b). This indicates that Ptentg extends longevity 129 
independently of its effect on cancer protection and suggests a direct impact on 130 
healthspan. The accumulation of DNA damage within tissues, and particularly in 131 
the liver, is a robust biomarker of aging 10,36. Immunofluorescence with two 132 
markers of DNA damage, γH2AX and 53BP1, indicated a significantly lower 133 
level of DNA damage in the liver of old Ptentg mice compared to wt controls (Fig. 134 
2c). Also, old transgenic mice performed better in the tightrope test than wt 135 
controls (Supp. Fig. 6), further suggesting improved healthspan, although 136 
interpretation of this test is confounded by the different weight of the mice (see 137 
below). A widespread feature of long-lived mice with decreased IIS axis activity 138 
is their improved insulin sensitivity 21. This effect, apparently paradoxical, is 139 
explained by the concomitant reduction in the negative feedback routes that 140 
emanate from the insulin signalling pathway 13,14,17. In keeping with this, Ptentg 141 
mice had lower fasting levels of glucose and insulin (Supp. Fig. 7) and a 142 
significantly lower value of the insulin resistance indexes HOMA-IR (Fig. 2d) 143 
and QUICKI (Supp. Fig. 7), which are both derived from the glucose and insulin 144 
levels. We also examined the level of inhibitory Ser/Thr-phosphorylations in Irs1 145 
in White Adipose Tissue (WAT). Old Ptentg mice showed reduced levels of 146 
phosphorylated Akt and, interestingly, also presented lower levels of 147 
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phosphorylated-Ser636/639-Irs1 compared to their wt controls and (Fig. 2e). The 148 
lower phosphorylation of Irs1 at Ser6363/639 may reflect lower levels of negative 149 
feedback regulation by S6K1 37and, in agreement with this, we found lower levels 150 
of phosphorylation of the S6K1 substrate S6 in the WAT of Ptentg mice compared 151 
to wt controls (Supp. Fig. 8). These data support the concept that improved 152 
insulin sensitivity in Ptentg mice results from compensatory feedback mechanisms 153 
that ensure homeostasis. Incidentally, serum levels of Igf1 were moderately, but 154 
significantly, lower in Ptentg mice compared to wt mice, both at young and old 155 
age, and cholesterol levels were also lower in Ptentg mice (Supp. Fig. 7). All 156 
together, we conclude that moderate and regulated overexpression of Pten results 157 
in extended survival and improved healthspan. 158 
 159 
In an effort to shed light into the physiological mechanisms that could be 160 
involved in the extended lifespan of Ptentg mice, we have explored their 161 
metabolism. Ptentg mice presented a decreased body weight (Fig. 3a) (27% and 162 
28% decrease in young males and females mice, respectively, and 35% and 44% 163 
in old males and females; Supp. Fig. 9). Interestingly, this lower weight occurred 164 
despite the fact that Ptentg mice were hyperphagic (Fig. 3b and Supp. Fig. 10). 165 
We wondered whether this could be a result of increased energy expenditure. 166 
Indirect calorimetry indicated that Ptentg mice have an increased energy 167 
expenditure relative to their total body weight and under normal housing 168 
conditions (23°C, and access to drink and food) (Fig. 3c). However, application of 169 
more stringent statistical tests (General Linear Model (GLM) and ANalysis of 170 
COVAriance (ANCOVA)) could not detect a significant impact of the transgene 171 
on energy expenditure under these conditions. To improve the sensitivity of the 172 
calorimetric measurements, we scored the Resting Metabolic Rate (RMR) at 23°C 173 
and, more importantly, at 30°C (thermoneutrality) in the absence of drink and 174 
food. This minimizes the contributions of physical activity, food processing, and 175 
body temperature maintenance on energy expenditure, thus allowing a more 176 
accurate evaluation of the differences in basal metabolism. Moreover, due to the 177 
different body composition of the Ptentg mice (see below), we followed recent 178 
recommendations regarding the use of lean mass rather than total body weight for 179 
normalization 38. Importantly, Ptentg mice had an increased RMR relative to lean 180 
mass, both at 23°C and 30°C (Fig. 3d). Even more, in this case, GLM analyses 181 
indicated that the transgene has a statistically significant impact on metabolic rate, 182 
which is independent of its effect on lean mass (Supp. Fig. 11). No significant 183 
changes were detected in the respiratory quotient (Supp. Fig. 12). Locomotor 184 
activity and body temperature were similar between the two cohorts of mice 185 
(Supp. Fig. 13, 14), thus excluding these factors as possible explanations for the 186 
increased energy expenditure, and implying an elevated metabolic rate as 187 
responsible for the observed increase in energy expenditure. High levels of energy 188 
expenditure are generally associated to reduced nutrient storage and protection 189 
from metabolic damage. In support of this, Dual energy X-ray Absorptiometry 190 
(DXA) indicated that Ptentg mice had a relative decrease in fat mass (Fig. 3e and 191 
Supp. Fig. 15). Also, compared to wt controls, the weight of the epidydimal WAT 192 
relative to body weight was significantly lower in young transgenic males (Supp. 193 
Fig. 16), and the size of the adipocytes in the epididymal WAT was smaller (Fig. 194 
3f). Ptentg mice under High-Fat Diet (HFD) for 6 months increased their body 195 
weight to a similar relative extent as wt mice (Supp. Fig. 17). However, in 196 
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contrast to wt mice, Ptentg mice under HFD did not develop liver steatosis (Fig. 197 
3g). Together, these results indicate that moderate upregulation of Pten results in 198 
increased energy expenditure, lower nutrient overload and improved protection 199 
against metabolic damage.  200 
 201 
The most efficient mechanism to dissipate energy is through brown 202 
adipocytes, which are located both at the Brown Adipose Tissue (BAT) and, also, 203 
interspearsed within the WAT 39,40. Brown adipocytes have gained considerable 204 
attention since the recent recognition of their relevance in adult humans 41. 205 
Macroscopically, the interscapular BAT of Ptentg mice had a more intense colour 206 
compared to wt BAT and, histologically, it presented a denser appearance due to 207 
reduced size of the multilocular lipid droplets (Fig. 4a), which is suggestive of 208 
higher BAT activity. To directly assess the constitutive activity of the BAT we 209 
measured 18F-deoxyglucose (FDG) uptake by Positron Electron Tomography 210 
(PET). Importantly, the uptake of glucose was significantly higher in the BAT of 211 
Ptentg mice compared to the BAT of wt mice (Fig. 4b). Energy dissipation in 212 
brown adipocytes is mediated by the uncoupling protein Ucp1 39. Remarkably, the 213 
expression levels of Ucp1 were significantly higher in the BAT of Ptentg mice 214 
compared to their wt littermates (Fig. 4c). In relation to this, it is worth to mention 215 
that mice lacking the insulin receptor (IR) in the BAT also present higher levels of 216 
Ucp1 expression 42. The transcriptional co-activator Pgc1α is a critical positive 217 
regulator of Ucp1 expression and regulates multiple metabolic responses 218 
including the induction of fatty acid oxidation 43-45. Interestingly, Pgc1α together 219 
with some genes involved in fatty acid oxidation were also significantly 220 
upregulated in the BAT of Ptentg mice (Fig. 4c). Other genes characteristic of 221 
brown adipocytes were not significantly altered (Supp. Fig. 18). Both Pgc1a and 222 
Ucp1 are characteristically expressed in brown, but not in white, adipocytes 43,44 223 
and, therefore, their detection in WAT is indicative of the presence of brown 224 
adipocytes within WAT 39,40. Analysis of epididymal WAT indicated the presence 225 
of significantly higher levels of Pgc1a and Ucp1 expression in transgenic mice 226 
compared to wt mice (Supp. Fig. 19), thus suggesting higher activity in the brown 227 
adipocytes that reside within the WAT. Incidentally, we wondered whether caloric 228 
restriction (CR) would exert a similar transcriptional response in the BAT, but 229 
mice under CR for 4 weeks presented lower, rather than higher, levels of Pgc1a 230 
and normal levels of Ucp1 in the BAT (Supp. Fig. 20), thus suggesting that the 231 
Pten transgene and CR are different in this regard. In the liver, the transcriptional 232 
factor Foxo1 is an essential partner for the function of Pgc1α 4,6, and Akt 233 
phosphorylates and inhibits both Pgc1α 5 and Foxo proteins 46,47. Based on this, 234 
we examined whether the BAT of Ptentg mice also had lower levels of 235 
phosphorylated Akt and Foxo1. Indeed, immunodetection of these proteins 236 
revealed that transgenic BAT had lower levels of active Akt (phospho-Ser473-237 
Akt), as well as, lower levels of phosphorylated Foxo1 (phospho-Thr24-Foxo1) 238 
(Fig. 4d). In addition to the BAT, muscle is another important organ responsible 239 
for energy expenditure. In particular, overexpression of Pgc1α or small 240 
compounds that activate Pgc1α through Sirt1 induce a change in muscle 241 
myofibers from type II (low oxidative capacity) to type I (high oxidative capacity) 242 
48,49 and, in some cases, this is associated to an increased energy expenditure 49. 243 
Examination of succinate dehydrogenase in the gastrocnemius muscle (containing 244 
both types of myofibers), as well as, the mRNA levels characteristic of type I 245 
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myofibers did not support the concept that the Ptentg mice have a relative increase 246 
in type I myofibers (Supp. Fig. 21). This reinforces the idea that the increased 247 
energy expenditure observed in Ptentg mice is due to a higher activity of brown 248 
adipocytes. 249 
 250 
The mechanisms of action of Pten go beyond the inhibition of PI3K 50. To 251 
establish the involvement of PI3K on the above reported effects of Pten in BAT, 252 
we inhibited PI3K in two different systems of in vitro-cultured brown adipocytes. 253 
For this, we used a small compound inhibitor of PI3K developed at the Spanish 254 
National Cancer Research Centre (CNIO), named “CNIO-compound A”, and 255 
abbreviated here as PI3Ki (see Methods and Supp. Fig. 22). Preadipocytes 3T3-256 
L1 ectopically expressing C/Ebpβ  were differentiated into brown adipocytes 51 257 
(Supp. Fig. 23) and treatment with PI3Ki resulted severe decrease in the levels of 258 
phospho-Akt (Supp. Fig. 24) and upregulation of Ucp1 and Pgc1a, both when 259 
alone or in combination with forskolin (an activator of AMP cyclase known to 260 
upregulate Ucp1 levels 43) (Fig. 4e). To further support this, treatment of 261 
immortalized neonatal pre-brown adipocytes (three independent lines) with PI3Ki 262 
also upregulated the expression of Ucp1 and similar results were obtained with 263 
differentiated brown adipocytes (Fig. 4e and Supp. Fig. 23, 24). Finally, 264 
treatment of mice with PI3Ki resulted in significant upregulation of Ucp1 and 265 
Pgc1a in the BAT, as well as Lcad involved in fatty acid oxidation (Fig. 4f and 266 
Supp. Fig. 25). These results indicate that downregulation of PI3K is responsible, 267 
at least in part, for the effects of Pten overexpression in the BAT of Ptentg mice.  268 
 269 
The above results demonstrate that PI3K inhibition has cell autonomous 270 
effects that can be recapitulated in vitro with cultured brown adipocytes. To 271 
further extend this concept, we took advantage of the transcriptional factor 272 
Prdm16 and its cofactor C/Ebpβ, whose combined expression is able to program 273 
fibroblasts to form subcutaneous BAT-containing fat pads upon transplantation 7,8. 274 
Immortalized wt and Ptentg MEFs were programmed with retroviruses encoding 275 
Prdm16 and C/Ebpβ, and injected subcutaneously into nude mice. Two months 276 
later, ectopic fat pads with depots of BAT were identified at the injection sites 277 
(Fig. 4g and Supp. Fig. 26). Quantification of the amount of BAT formed 278 
indicated that Ptentg cells were significantly more efficient at generating BAT 279 
than their wt counterparts (Fig. 4h). These results confirm that Pten exerts a cell-280 
autonomous effect on BAT, and open a route to improve the generation of ectopic 281 
BAT transplants. All together, these observations reveal a novel function of Pten 282 
as a positive regulator of energy dissipation in brown adipocytes. 283 
 284 
In worms and flies, the IIS longevity pathway is intracellularly mediated 285 
by the PI3K/Akt/Foxo pathway. Our findings with Pten transgenic mice, extend 286 
the evolutionary conservation of this intracellular longevity pathway to mammals. 287 
In a wider scope and together with previous reports 10,11, the four main tumour 288 
suppressors, namely, p53, Ink4a, Arf, and Pten, increase organismal survival 289 
independently of their effects on cancer protection, thus revealing an intimate 290 
connection between longevity and cancer protection. Our data uncover a role of 291 
Pten in the regulation of nutrient combustion by brown adipocytes. This puts 292 
forward a new mechanism to explain the longevity effects of decreased IIS/PI3K 293 
pathway activity. In particular, increased energy expenditure by BAT reduces the 294 
Ortega-Molina et al., submitted to Nature 8 
  
Ortega-Molina et al., submitted to Nature 8 
 
caloric input available to the rest of the organism and, in this manner, mimics a 295 
caloric restriction state that would ameliorate the pathological effects of nutrient 296 
overload. In turn, this may contribute to improve healthspan and prolong 297 
organismal survival.  298 
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Transgenesis. To generate the Ptentg mouse strain, the Bacterial Artificial 
Chromosome (BAC) RP24-372O16 (obtained from CHORI; 
http://www.chori.org) (Supp. Fig. 1) was linearized using PI-SceI (New England 
Biolabs) and 2 pl of a solution containing 0.4 µg/µl were microinjected into the 
pronuclei of fertilized oocytes derived from intercrosses between (C57BL6 x 
CBA)F1 mice. Founders were mated with C57BL6 mice and the resulting 
progeny, which was of genetic background C57BL6/CBA (75%:25%), was 
analyzed for transmission of the transgene, integrity of the transgene, and number 
of integration sites. Analysis of integrity and transmission was checked by PCR 
amplification of the two terminal regions of the genomic insert, namely, T7-O16 
(Fw-T7: 5’-CCG CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG-3’; Rv-T7: 5’-TCA TCT 
CGG CTC CAT CGT TT-3’) and SP6-O16 (Fw-Sp6: 5’-GTC GAC ATT TAG 
GTG ACA CTA TAG AAG-3’; Rv-Sp6: 5’-GAT GCT GTG TGC TAC AGG 
GAT G-3’). A transgenic line was selected with a single integration site. This line 
was expanded by intercrosses with non-transgenic littermates and, therefore, all 
the mice used in this study are C57BL6/CBA (75%:25%).  
 
Animal experimentation. Mice were fed either with a standard chow diet (Harlan 
Teklad 2018, 18% calories from fat) or, when indicated, with a high fat diet 
(Research Diets D12451, 45% of total calories from fat). All mice were observed 
weekly by trained personnel. Upon signs of morbidity, mice were closely 
inspected daily until application of Humane End Point (HEP) criteria 
(http://dels.nas.edu/global/ilar/Guide). From our experience, the humane end point 
is applied when the life expectancy of the mice is on average shorter than one 
week. Mice that died spontaneously (Death In Cage or DIC) had a sudden death 
and were not preceded by detectable morbidity. For 3-methyl-cholanthrene (3MC) 
carcinogenesis, we followed previously described methods 52. Briefly, 2 months 
old mice (males and females) received a single intramuscular injection at one of 
the rear legs of a 100 µL solution containing 3MC (Sigma), at a concentration of 
100 µg/µL and dissolved in sesame oil (Sigma). The time point at which tumours 
reach 1.5 cm maximum diameter was scored 53.  
  
Metabolic measurements. To measure food intake, mice were housed in 
metabolic cages during 5 days, and food and water intake, as well as, the output of 
faeces and urine were measured during the last 4 days. Body composition (fat and 
lean content) was determined by Dual energy X-ray Absorptiometry (DXA) 
(Lunar PIXImus Densitometer, GE Medical Systems). Image acquisition lasted 5 
minutes with mice under anaesthesia by inhalation of 2% isofluorane in 100% 
oxygen. The analysis of lean mass and fat mass was performed using a Region Of 
Interest (ROI) comprising the entire body. Indirect calorimetry was performed 
following standard methods using Oxylet System metabolic chambers (Panlab 
Harvard Apparatus). Mice were in the measurement cages 12 hr previous to data 
recording. Room temperature was 23°C and light/dark cycles were of 12 hr. 
Volume of consumed O2 (VO2) and eliminated CO2 (VCO2) were recorded every 
24 min (4 simultaneous metabolic chambers, with a sample period of 4 min per 
cage, plus 1 min purge per cage). Respiratory Quotient (RQ) was calculated as: 
RQ=VCO2/VO2. Energy Expenditure (EE) was calculated as: EE= 
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(3.815+(1.232xRQ)) x VO2 x 1.44). Resting Metabolic Rate (RMR) was 
calculated as the 3 lowest VO2 measurements 54. For the RMR at thermoneutrality 
(30°C), mice were acclimated for 1 week at 30°C and were introduced into the 
metabolic chambers at 9:00, in the absence of food and drink, and the recording 
from 14:00 to 17:00 (3 h) was used to obtain the average of the three lowest VO2 
values 54.  
 
Measurement of glucose uptake by PET. Analyses were performed during the 
morning and in non-fasted mice. PET analysis was done following optmized 
methods previously described by us 55. Mice were briefly anesthetized with a 
continuous flow of 1% to 3% isoflurane/oxygen mixture (2 l/min) and were 
injected with 500 µCi of 18F-FDG into the tail vein in a volume of 0.1 ml. Mice 
were conscious and at 23°C for FDG distribution and uptake during 45 min. For 
image acquisition, mice were anesthetized as before, and images (one bed, 30 
min) were acquired using eXplore Vista PET (GE Healthcare).  Quantitative 
evaluations were performed on the scans reconstructed by filter-back projection. 
The BAT was drawn as a Volume Of Interest (VOI) and total 18F-FDG counts 
were obtained. To measure the average Standardized Uptake Value (SUVave), we 
used the following formula: SUVave=[uptake (MBq)/volume of the VOI 
(cc)]/[mouse weight (g) x injected FDG dose (MBq) x calibration factor]. 
 
Serum analyses. Serum Igf1 levels were measured by ELISA (Mouse/Rat IGF-1 
ELISA; Demeditec). Fasting (over night) serum glucose was measured using 
Glucocard strips (A. Meranini Diagnosis). Fasting (over night) insulin levels were 
determined by ELISA (Ultra Sensitive Mouse Insulin ELISA kit; Crystal Chem 
Inc.). Insulin sensitivity was evaluated by the HOmeostatic Model Assessment 
index (HOMA-IR = [(fasting insulin, µU/ml) x (fasting glucose, mg/dl] / 405) and 
the QUantitative Insulin sensitivity ChecK Index (QUICKI = 1/[Log(fasting 
insulin, µU/ml) + Log(fasting glucose, mg/dl)]). Serum cholesterol and thyroxine 
were determined using VetScan rotors (Abaxis Veterinary Diagnostics). Serum 
leptin was determined by ELISA (Crystal Chem Inc.). Serum adiponectin was 
determined by ELISA (Invitrogen). Blood was collected from tail tip (glucose and 
insulin), from the sub-mandibular vein (Igf1, cholesterol and thyroxine), or from 
post-mortem heart puncture (leptin and adiponectin). 
  
PI3K inhibitor. The low molecular weight compound “CNIO-compound A” is 
covered by patent WO2010/119264 (files available at the World Intellectual 
Property Organization, http://www.wipo.int/pctdb/en/wo.jsp?WO=2010119264). 
In summary, this is a potent inhibitor of PI3K isoforms p110α (Ki=2.4 nM) and 
p110δ (Ki=9.8 nM) (inhibition of the other PI3K isoforms p110β and p110γ had 
values of Ki>100 nM, and inhibition of a total of 282 additional kinases including 
mTOR and DNAPK required concentrations of IC50 > 1 µM). Full description of 
“CNIO-compound A” will be reported elsewhere. For in vitro assays, “CNIO-
compound A” was added at a concentration of 1 µM or 10 µM, as indicated. For 
in vivo assays, “CNIO-compound A” was administered orally by gavage at a dose 
of 15 mg/kg. Mice were sacrificed 6 h after and tissues were extracted and 
analyzed. Treated mice were C57BL6 males, 3 months old. 
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Cellular assays. Mouse Embryonic Fibroblasts (MEFs) were isolated at E13.5 as 
previously described 56. For insulin stimulation, primary MEFs were serum 
starved (0% FBS) for 12 h, followed by 60 min incubation with PBS and then 
stimulated with 1 µg/ml of insulin (Sigma) during 30 min. For oncogenic 
transformation, primary MEFs were retrovirally transduced with pLXSN-neo-E6 
and either pWZL-blast-middle-T (kindly provided by Jean Zhao, Dana-Farber 
Cancer Institute, Boston) or pBABE-puro-EGFRL858R (kindly provided by 
William Sellers and Matthew Meyerson, Addgene plasmid #11012) 57. After the 
corresponding drug selection 20,000 cells were plated in 10 cm diameter plates, 
and 2 weeks later were fixed and stained with 20% Giemsa. Immortalized brown 
adipocyte cell lines were obtained from the interscapular BAT of 3-5 day-old 
neonates, treated with and cultured as previously described 58. For 
immortalization, cultures were retrovirally transduced with Large-T antigen (in 
vector pBABE-puro, kindly provided by James de Caprio, Dana Farber Cancer 
Institute, Boston). For the reprogramming of 3T3-L1 adipocytes into brown-
adipocytes, we followed the method previously reported 51. Briefly, 3T3-L1 cells 
were retrovirally transduced with pBABE-puro-Cebpb (kindly provided by Roger 
R. Gomis, IRB, Barcelona). Cells, either 3T3-L1/Cebpb or pre-brown adipocytes, 
were grown to confluence and subsequently cultured for 48 h with “differentiation 
medium” (DMEM 10% FBS, 20 nM insulin, 1 nM T3, 1µM rosiglitazone, 0.5 
mM isobutylmethylxanthine, 125 nM indomethacin, 5 µM dexamethasone). After 
this, cells were exposed to “maintenance medium” (DMEM 10% FBS, 20 nM 
insulin, 1 nM T3) for 4 days. For the experiment shown in Fig. 4e, differentiated 
3T3-L1/Cebpβ cells, or non-differentiated neonatal immortalized pre-brown 
adipocytes, or differentiated brown adipocytes were PBS washed and treated with 
“regular medium” (DMEM 10% FBS) containing 10 µM forskolin (Sigma) and/or 
or “CNIO-compound A” for 4 h (1 µM in the case of 3T3-L1/Cebpb and non-
differentiated pre-brown adipocytes, and 10 µM in the case of differentiated 
brown adipocytes). 
 
Generation of ectopic BAT. In vitro programming of MEFs and subsequent 
transplantation to generate brown adipocytes was performed essentially as 
previously described 8. Briefly, primary MEFs were first immortalized with 
pLXSN-neo-E6, and then retrovirally transduced with pBABE-puro-Prdm16 
(kindly provided by Bruce Spiegelman, Addgene plasmid 15504) 7 and pBABE-
puro-Cebpb (kindly provided by Roger R. Gomis, IRB, Barcelona). After drug 
selection, Prdm16/Cebpb-transduced fibroblasts were expanded and injected 
subcutaneously (10 million cells per injection site) into nude mice (males, 10 
weeks old). After 2 months, mice were sacrificed. Grafted adipose pads were 
often visible. The skin around the injection site was processed for histology. Serial 
sections were scanned and examined. In some cases, ectopic fat was not identified 
(see quantification in Fig. 4h). The areas occupied by BAT were quantified, 
excluding WAT or other, such as granuloma.  
 
Protein analyses. Lysis buffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7.2, 0.1% SDS, 
1.0% Triton X-100, 1% deoxycholate, 5 mM EDTA) was used to prepare protein 
extracts. Western blot analyses were performed according to standard procedures. 
Antibodies from Cell Signaling were used for detection of Pten (#9552), P-S473-
Akt (#4058), P-T308-Akt (#9275), P-T24/T32-Foxo1/3 (#9464), P-S636/S639-
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Irs1 (#2388), P-S240/S244-S6 ribosomal protein (#2215), and S6 ribosomal 
protein (#2217). For detection of total Akt1, we used an antibody from Upstate 
(#07-416), and for β-actin, from Sigma (AC-15).  
  
RNA analyses. Total RNA from tissues or fibroblasts was extracted using 
TRIZOL (Invitrogen). Reverse transcription was performed using random primers 
and Ready-To-GoTM You-Prime First-Strand Beads (GE Healthcare). 
Quantitative real time-PCR was performed using DNA Master Sybr Green I mix 
(Applied Biosystems) in an ABI PRISM 7700 thermocycler (Applied Biosystem). 
Primer sequences are described in Supp. Table 8. The housekeeping gene used 
for input normalization of all the qRT-PCR data is β-actin. 
  
Histological analyses. Brown adipose tissue, white adipose tissue and liver were 
fixed overnight in formalin, embedded in paraffin blocks and sectioned. Tissue 
sections were stained with hematoxilin/eosin. The size of white adipocytes was 
using ImageJ program and at least 500 cells were measured for each mouse. 
  
Statistical analyses. Survival curves were compared using the logrank test. For 
all other comparisons we used, as indicated, the Fisher´s exact test or the two-
tailed Student´s t-test. Cox regression and analyses of covariance (ANCOVA) 
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adipocytes. J Cell Biol 123, 1567-1575 (1993). 
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Figure 1. Generation and characterization of Ptentg mice. 
a. Relative Pten mRNA levels of the indicated tissues. Bars represent mean ± sd 
(n=3 per genotype). Statistical significance was determined by the two-tailed 
Student’s t-test. 
b. Immunoblot of the indicated proteins in growing cultures of primary MEFs. 
Each lane corresponds to an independent MEF preparation. 
c. Lysates from normal growing (C), serum starved (-) or starved and stimulated 
with insulin (+) immunoblotted to detect the indicated proteins.  
d. Neoplastic foci in MEFs retrovirally transduced with the viral oncoprotein E6 
and either one of the indicated PI3K-dependent oncogenes, EGFRL858R or 
polyoma virus middle-T. Bars represent mean ± sd (n=3 independent MEF 
preparations per genotype). Representative plates are shown in the top. 
Statistical significance was determined by the two-tailed Student’s t-test. 
e. Chemical carcinogenesis with 3-methyl-cholanthrene (3MC). Tumour-free 
Kaplan-Meier curves. Time is post-3MC. Statistical significance was 
determined by the logrank test. 
f. Incidence of cancers. Left, percentage of mice with 1 cancer, or more (2-4), as 
indicated. Right, percentage of mice with the indicated type of cancer. 
Statistical significance was determined by the Fisher’s exact test. 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 
 
 
Figure 2. Extended survival and improved healthspan in Ptentg.  
a. Kaplan-Meier survival curves. Statistical significance was determined by the 
logrank test. Numbers in red indicate the relative increase in median survival. 
b. Kaplan-Meier survival curves of those mice that were free of detectable cancer 
at the time of death. Statistical significance was determined by the logrank test. 
c. DNA damage in the liver of old mice (1.5-2 years old; n=4 males per 
genotype). Percentage of positive nuclei by immunofluorescence using the 
indicated markers (mean ± sd). Statistical significance was determined by the 
two-tailed Student’s t-test. 
d. Insulin resistance measured as the HOMA-IR index determined from fasting 
insulin and glucose concentrations (see Supp. Fig. 6). Bars represent mean ± 
sd (n=5-7 males per genotype and per age group; young: less that 6 months 
old; old: 1.5-2 years old). Statistical significance was determined by the two-
tailed Student’s t-test. 
e. Levels of phosphorylated Irs1 and Akt in epididymal WAT of old male mice 




Figure 3. Elevated energy expenditure, decreased adiposity and protection 
from diet-induced steatosis in Ptentg mice. 
a. Weight curves (n=15 for each genotype and sex). 
b. Food intake in absolute values (left) and normalized by body weight (right) 
(n=8 males per genotype; 3-4 months old). 
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c. Energy expenditure measured in adult males and females (6-8 moths old; n=8-
10 per genotype and per sex). The bar graph at the right side represents the 
average Area Under the Curve (AUC) over the indicated 12 hr period. 
d. Resting metabolic rate measured at the indicated temperatures in adult males 
(6-8 moths old; n=7-9 per genotype). 
e. Adiposity in young mice (6-8 moths old; n=8-10 per genotype and per sex) 
measured by Dual energy X-ray Absorptiometry (DXA). Values correspond to 
the percentage of fat relative to the sum of lean and fat masses. 
f. Representative picture of epididymal WAT. Samples correspond to young 
males and were stained with hematoxylin and eosin (bar indicates 100 µm). 
Adipocyte area distribution is shown below (n=2 per genotype; >500 cells per 
genotype). 
g. Macroscopic views of representative livers 6 months after high-fat diet feeding 
and microscopic sections stained with hematoxylin and eosin (bar indicates 500 
µm). 
All values correspond to mean ± sd, and statistical significance was determined by 
the two-tailed Student’s t-test. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
 
 
Figure 4. Elevated uncoupling activity in Ptentg brown adipose tissue (BAT). 
a. Representative macroscopic pictures of brown adipose tissue (BAT) (left, bar 
indicates 1 cm). Microscopic pictures of BAT stained with hematoxylin and 
eosin (right, bars indicate 100 µm). Samples correspond to males (5 months 
old). 
b. Glucose (FDG) uptake measure by PET. Representative pictures are in the left. 
Relevant organs are indicated in addition to BAT: bl, bladder; h, heart; br, 
brain. Analyses were done in males (6 months old; n=5 per genotype). 
Quantification of the average FDG uptake activity of the BAT is shown in the 
right panel. 
c. Relative gene expression in BAT (5 months old; n=3-6 males per genotype). 
d. Immunoblot of BAT lysates (5 months old; n=5 males per genotype).  
e. Relative mRNA levels in differentiated 3T3-L1/Cebpβ cells (n=3 independent 
biological repeats), immortalized neonatal pre-brown adipocytes (n=3 
independent lines), and differentiated brown adipocytes (n=3 independent 
differentiation assays). Cells were treated with forskolin (10 µM) and/or the 
PI3Ki “CNIO-compound A” (1 µM in the case of 3T3-L1/Cebpβ cells and pre-
brown adipocytes; 10 µM in the case of differentiated brown adipocytes) and 
analyzed 4 hr later.  
f. Relative mRNA levels in BAT upon PI3Ki “CNIO-compound A” (15 mg per 
kg of body weight) or vehicle administration, by gavage (3 months old; n=3 
males C57BL6 per group). Samples were analyzed 6 h after administration. 
g. Representative microscopic pictures of ectopic BAT derived from 
Prdm16/Cebpb-programmed wt or Ptentg fibroblasts. Low magnification, bars 
corresponds to 1 mm; high magnification, bars correspond to 200 µm. 
Additional pictures are shown in Supp. Fig. 26. 
h. Amount of BAT formation by Prdm16/Cebpb-programmed wt or Ptentg 
fibroblasts. Each value corresponds to the area of BAT (in arbitrary units) 
measured in the fat pads formed per injection site (n=8 for wt, and n=7 for 
Ptentg).  
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Values represent mean ± sd, and statistical significance was determined by the 
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a for the statistical analyses see table and figure legend 
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Supplementary Table 1. Perinatal lethality of Ptentg mice 
 
crosses: Pten+/+ x Pten+/+;tg/• 
E13.5 embryos weaned mice 
 
observed (n) expected observed (n) expected 
Pten+/+ 55% (42) 50% 72% (409) 50% 
Pten+/+;tg/• 45% (35) 50% 28% (162) 50% 
Fishers test p = 0.1 p = 0.00001 
 
 




COHORT OF WT MICE (n=112) 
 




censoring   endpoint 
a age females mated b 
probable 
cause of death other pathologies 
ID#006 M 30/05/2007 25/12/2008   HEP 18.9   lymphoma glomerulosclerosis 
ID#007 F 30/05/2007 30/07/2009   HEP 26.1 yes lymphoma endometrial cystic hyperplasia 
ID#018 F 20/06/2007 22/03/2009   HEP 21.1 yes histiocytic sarcoma 
hepatosteatosis and 
hepatitis 
ID#035 M 02/08/2007 12/10/2009   HEP 26.4   histiocytic sarcoma testicular atrophy 
ID#036 M 02/08/2007 30/09/2009   HEP 26.0   liver carcinoma pancreatitis 










ID#050 M 25/08/2007 12/05/2009   HEP 20.6   liver carcinoma 





ID#055 F 25/08/2007   23/09/2008 HEP 13.0 yes   dermatitis 
ID#056 F 25/08/2007 26/10/2009   DIC 26.1 no n.d   
ID#057 M 29/08/2007 23/06/2010   HEP 33.8   lymphoma low grade PIN, testicular atrophy 
ID#058 M 29/08/2007 24/02/2009   DIC 17.9   n.d   






ID#062 M 11/09/2007 02/02/2010   HEP 28.8   lymphoma 
low grade PIN, 
glomerulosclerosis, 
hepatitis 
ID#063 M 11/09/2007   26/11/2009 HEP 26.5     dermatitis 
ID#065 M 11/09/2007 10/01/2010   HEP 28.0   histiocytic sarcoma testicular atrophy 
ID#068 F 11/09/2007 28/03/2010   HEP 30.6 no sepsis thyroid hyperplasia 
ID#070 M 23/09/2007 14/12/2008   DIC 14.8   n.d   
ID#071 M 23/09/2007   08/09/2009 HEP 23.6     dermatitis 
ID#073 F 23/09/2007 16/02/2010   HEP 28.8 yes lymphoma thyroid hyperplasia 
ID#074 F 23/09/2007 14/06/2010   HEP 32.7 yes n.d   
ID#076 F 01/10/2007 27/07/2010   HEP 33.9 no lymphoma   














ID#081 F 01/10/2007 25/08/2009   HEP 22.8 no corneal ulcer thyroid adenoma 





ID#084 F 14/10/2007 19/10/2009   DIC 24.2 no n.d   
ID#085 F 14/10/2007 23/07/2009   HEP 21.3 yes cardiovascular failure 
thyroid adenoma, 
pancreatitis 
ID#088 M 16/10/2007 02/02/2010   HEP 27.6   cardiovascular failure thyroid adenoma 
ID#090 F 16/10/2007 27/07/2010   HEP 33.4 yes pituitary adenoma thyroid adenoma 
ID#091 F 16/10/2007   18/05/2008 HEP 7.1 yes   dystocia 
ID#092 F 16/10/2007 05/11/2009   HEP 24.7 yes lung carcinoma liver adenoma 
ID#094 F 16/10/2007 30/05/2010   DIC 31.5 yes n.d   








ID#097 F 23/10/2007 02/11/2009   HEP 24.4 yes lymphoma pituitary adenoma 





ID#099 F 23/10/2007   29/04/2009 HEP 18.2 yes   dermatitis 





ID#101 F 24/10/2007 01/11/2009   HEP 24.3 yes histiocytic sarcoma   
ID#102 F 24/10/2007   06/04/2009 HEP 17.4 yes   dermatitis 
ID#103 F 24/10/2007 28/03/2010   HEP 29.1 yes pituitary carcinoma intestinal adenoma 
ID#104 F 24/10/2007 24/01/2010   HEP 27.1 yes fibrosarcoma lymphoma 
ID#105 M 05/11/2007   22/08/2008 EXP 9.6       
ID#106 F 05/11/2007 25/11/2009   HEP 25.1 yes lymphoma   
ID#131 M 06/12/2007 09/11/2008   HEP 11.2   n.d   
ID#133 F 06/12/2007 03/05/2010   HEP 28.9 no lymphoma thyroid adenoma, liver adenoma 
ID#136 M 14/12/2007 16/02/2010   HEP 26.2   cardiovascular failure thyroid hyperplasia 
ID#137 M 14/12/2007 01/06/2009   HEP 17.6   renal failure low grade PIN, liver adenoma 












ID#144 F 23/12/2007 15/11/2009   HEP 22.8 no cardiovascular failure   





ID#147 M 08/01/2008   18/06/2008 EXP 5.4       
ID#148 F 08/01/2008 09/09/2010   DIC 32.1 no n.d   
ID#149 M 16/01/2008 21/05/2009   HEP 16.2   histiocytic sarcoma thyroid hyperplasia 










ID#153 F 16/01/2008 15/12/2010   HEP 35.0 no lymphoma thyroid hyperplasia 
ID#154 F 16/01/2008   28/05/2009 HEP 16.4 no   dermatitis 
ID#155 M 21/01/2008 05/03/2009   HEP 13.5   pneumonia   
ID#156 M 26/01/2008 18/04/2010   HEP 26.7   lymphoma lung carcinoma 
ID#158 M 26/01/2008 16/10/2010   HEP 32.7   n.d   






ID#160 F 26/01/2008 12/10/2009   HEP 20.6 no histiocytic sarcoma 
cystic endometrial 
hyperplasia 
ID#161 F 26/01/2008 07/02/2010   DIC 24.4 no n.d   
ID#162 M 29/01/2008 02/08/2009   HEP 18.1   n.d   
ID#163 F 29/01/2008 29/10/2009   HEP 21.0 yes lymphoma   
ID#164 F 29/01/2008 26/08/2010   HEP 30.9 yes pituitary carcinoma hepatosteatosis 




ID#209 M 19/03/2008 02/03/2010   HEP 23.5   lymphoma 





ID#210 M 19/03/2008   01/02/2010 EXP 22.5       
ID#211 M 19/03/2008 25/07/2010   HEP 28.2   histiocytic sarcoma 
lung carcinoma, 
thyroid hyperplasia 
ID#212 M 19/03/2008 16/09/2010   HEP 30.0   n.d   
ID#213 F 19/03/2008 01/04/2010   DIC 24.4 yes n.d   
ID#214 F 19/03/2008   25/10/2009 HEP 19.3 yes   dermatitis 
ID#215 F 19/03/2008 07/02/2010   HEP 22.7 yes lymphoma   
ID#217 F 19/03/2008   15/07/2008 EXP 3.9 yes     
ID#222 M 25/03/2008 03/05/2010   HEP 25.3   cardiovascular failure 








ID#232 M 07/04/2008 14/10/2010   HEP 30.3   n.d   
ID#234 F 07/04/2008 28/02/2010   DIC 22.8 no n.d   
ID#237 M 22/04/2008 17/10/2010   HEP 29.9   liver carcinoma low grade PIN, testicular atrophy 




ID#243 M 22/04/2008 15/04/2010   HEP 23.8   n.d   






ID#248 M 08/05/2008 23/05/2010   HEP 24.5   n.d   
ID#249 F 08/05/2008   24/01/2010 HEP 20.6 no   dermatitis 
ID#250 F 08/05/2008   09/11/2008 EXP 6.1 no     














ID#271 F 21/05/2008 17/08/2010   HEP 26.9 no lymphoma pituitary adenoma, thyroid hyperplasia 
ID#272 M 22/05/2008   13/10/2008 EXP 4.8       
ID#274 F 22/05/2008 19/09/2010   HEP 28.0 yes n.d   
ID#279 F 22/05/2008 28/03/2010   HEP 22.2 no histiocytic sarcoma   
ID#289 M 30/05/2008 29/11/2009   HEP 18.0   lymphoma prostate hyperplasia 
ID#306 F 10/06/2008   11/01/2010 HEP 19.1 no   dermatitis 
ID#307 F 10/06/2008 29/08/2010   HEP 26.6 no lymphoma pituitary adenoma, thyroid adenoma 
ID#320 F 17/06/2008 23/11/2009   DIC 17.2 no n.d   
ID#321 M 18/06/2008 28/03/2010   HEP 21.3   lymphoma liver carcinoma, hepatosteatosis 
ID#322 M 18/06/2008 06/04/2010   HEP 21.6   n.d   
ID#323 F 18/06/2008 04/03/2010   HEP 20.5 no n.d   
ID#330 M 27/06/2008 09/09/2010   HEP 26.4   n.d   
ID#349 F 09/07/2008 14/10/2010   HEP 27.2 no n.d   
ID#352 F 09/07/2008 03/09/2010   DIC 25.9 no n.d   




low grade PIN 
ID#355 M 15/07/2008 10/10/2010   HEP 26.9   liver carcinoma Peyer´s patches hyperplasia 
ID#380 M 30/07/2008   15/06/2009 EXP 10.5       
ID#408 F 27/08/2008 06/09/2010   DIC 24.3 no n.d   
ID#411 F 28/08/2008   11/01/2010 HEP 16.5 no   dermatitis 
ID#431 F 13/09/2008 06/09/2010   HEP 23.8 yes lymphoma pancreatitis, hepatosteatosis 
ID#452 F 24/09/2008 18/06/2010   DIC 20.8 no n.d   






COHORT OF Ptentg MICE (n=63) 
 




censoring   endpoint 
a age females mated 
probable 
cause of death other patologies 




ID#005 M 30/05/2007 14/01/2010   HEP 31.6   thyroid adenoma hepatitis 




ID#038 F 02/08/2007   28/02/2008 HEP 6.9 yes   dystocia 
ID#051 M 26/08/2007   23/03/2008 HEP 6.9     mal-oclussion 
ID#052 M 26/08/2007 07/11/2010   HEP 38.4   liver carcinoma low grade PIN, testicular atrophy 
ID#054 M 26/08/2007 05/11/2009   HEP 26.4   nephropathy pancreatitis 
ID#060 M 26/08/2007 21/01/2010   DIC 28.8   n.d   
ID#064 M 11/09/2007 10/06/2010   HEP 33.0   lymphoma lung adenoma 
ID#069 F 11/09/2007   18/03/2008 HEP 6.2 yes   dystocia 




ID#078 F 01/10/2007 04/04/2010   HEP 30.1 no pituitary carcinoma 




ID#083 M 14/10/2007 04/04/2010   HEP 29.7   n.d   
ID#086 F 14/10/2007 25/04/2010   HEP 30.4 no liver carcinoma thyroid hyperplasia 





ID#096 F 23/10/2007 30/11/2009   DIC 25.3 yes n.d   
ID#130 M 06/12/2007 07/06/2009   DIC 18.1   n.d   
ID#132 M 06/12/2007 10/10/2010   HEP 34.2   n.d   






ID#138 M 14/12/2007 14/02/2010   HEP 26.1   liver carcinoma pancreatitis, glomerulosclerosis 




ID#143 M 23/12/2007   01/02/2010 EXP 25.4       
ID#146  F 23/12/2007 30/11/2008   HEP 11.3 no ovary tumor hepatitis 
ID#151 M 16/01/2008 14/12/2009   DIC 23.0   n.d   
ID#152 F 16/01/2008 26/10/2010   HEP 33.3 yes lymphoma thyroid hyperplasia 







ID#216 F 19/03/2008 30/11/2010   HEP 32.4 no lymphoma thyroid hyperplasia 




ID#220 M 20/03/2008 23/08/2010   HEP 29.1   corneal ulcer pancreatitis 
ID#229 M 07/04/2008 09/12/2010   HEP 32.1   renal failure thyroid hyperplasia 




ID#263 M 12/05/2008 13/12/2009   HEP 19.1   thyroid carcinoma hepatitis 
ID#270 F 21/05/2008 16/09/2010   DIC 27.9 no n.d   




ID#311 F 13/06/2008 03/10/2010   HEP 27.7 yes n.d   
ID#334 F 27/06/2008 08/03/2010   HEP 20.4 no liver carcinoma hepatitis 
ID#338 F 30/06/2008 23/08/2010   HEP 25.8 no vasculitis thyroid hyperplasia 
ID#346 M 09/07/2008   08/10/2008 EXP 3.0       
ID#347 M 09/07/2008   08/10/2008 EXP 3.0       
ID#348 M 09/07/2008   08/10/2008 EXP 3.0       
ID#350 F 09/07/2008 23/11/2010   DIC 28.5 no n.d   
ID#360 M 19/07/2008   08/10/2008 EXP 2.7       
ID#365 F 19/07/2008  24/3/11   DIC 32.1 no  n.d   
ID#382 F 30/07/2008 1511/2010   HEP 27.5 no cardiovascular failure 
fibrosarcoma, 
pituitary adenoma 
ID#393 M 04/08/2008   06/04/2010 EXP 20.1       
ID#410 M 28/08/2008   06/04/2010 EXP 19.3       
ID#412 F 28/08/2008     ALIVE 30.6 yes     
ID#425 F 12/09/2008   04/04/2010 HEP 18.7 yes   mal-occlusion 
ID#427 F 12/09/2008     ALIVE 30.1 no     





ID#463 M 22/10/2008   22/11/2010  HEP 25.0     dermatitis 
ID#468 M 26/10/2008 27/09/2010   HEP 23.1   n.d n.d 
ID#469 M 26/10/2008 21/06/2010   HEP 19.8   liver carcinoma nephropathy 





ID#501 F 26/12/2008     ALIVE 26.7 no     
ID#531 M 23/01/2009   30/11/2010 HEP 22.2     dermatitis 
ID#535 F 23/01/2009   10/02/2010 EXP 12.6 yes     
ID#599 F 20/05/2009     ALIVE 21.9 yes     
ID#613 F 05/07/2009     ALIVE 20.4 yes     
ID#614 F 05/07/2009     ALIVE 20.4 yes     
ID#616 F 29/07/2009     ALIVE 19.6 yes     
ID#651 M 27/08/2009   07/11/2010 HEP 14.4     dermatitis 
ID#681 F 06/10/2009   16/03/2010 HEP 5.3 no   malformation 
 
 
a  HEP: Humane End Point; mice were euthanized after clear signs of morbidity and discomfort 
according to the Guidelines for Humane Endpoints for Animals Used in Biomedical Research 
(http://dels.nas.edu/global/ilar/Guide). Cages were supervised daily by trained personnel. DIC: 
Dead In Cage; mice were found dead in their cages without previous signs of morbidity. EXP: 
mice were used for experimentation. 
b  Some females were used for mating occasionally. Those that were mated at least once are 






















a  HEP: Humane End Point; mice were euthanized after clear signs of morbidity and discomfort 
according to the Guidelines for Humane Endpoints for Animals Used in Biomedical Research. 
Cages were supervised daily by trained personnel. 




genotype sex recruited censored 
non-
censored alive HEPa DICb 
wt male 49 7 42 0 40 2 
 female 63 11 52 0 41 11 
 m+f 112 18 94 0 81 13 
Ptentg male 32 11 21 0 18 3 
 female 31 5 26 7 15 4 
 m+f 63 16 47 7 33 7 

















Supplementary Table 5. Log-rank test comparisons and hazard ratios 
 
  log-rank test  




CI of ratio median 
male wt vs Ptentg 7.051 0.0079 2.220 1.315-3746 
wt: 26.0 
Ptentg: 29.1 
female wt vs Ptentg 8.788 0.003 2.131 1.209-3.172 
wt: 25.9 
Ptentg: 28.7 




Supplementary Table 6. Survival data a 
 
    mean longevity ± s.d. 
sex genotype n b range all 




 (p-value) c 
males wt 42 11.2-33.8 23.8±5.6 30.8±1.8 32.2±1.5 






females wt 52 17.2-35.0 26.1±4.0 31.9±1.8 33.2±1.1 






m+f wt 94 11.2-35.0 25.1±4.9 31.1±1.9 32.5±1.3 







a All data in months. 
b Only non-censored mice (censored mice and alive mice excluded). 
c Student  s t-test. 
 
cause of censoring genotype males females total censored 
experimentation wt 5 2 7 
 Ptentg 7 1 8 
wt 0 0 0 mal-occlusion 
or malformation Ptentg 1 2 3 
dystocia wt n.a. 1 1 
 Ptentg n.a. 2 2 
dermatitis wt  2 8 10 
 Ptentg   3 0 3 
total censored wt  7 11 18 
 Ptentg 11 5 16 
Supplementary Table 7. Cox regression analysis a 
 
 
Univariant Cox Analysis (complete cohort, n=175) 
 
covariate B SE Wald df sig. exp(B) 95% CI      Low  -  High 
SEX -0.114 0.175 0.419 1 0.517 0.893 0.633 1.259 
GEN -0.787 0.200 15.480 1 <10e-3 0.455 0.308 0.674 
DOB 0.012 0.007 3.016 1 0.082 1.012 0.998 1.026 
MOM -0.004 0.009 0.158 1 0.691 0.996 0.978 1.015 
DAD 0.025 0.018 1.877 1 0.171 1.026 0.989 1.063 
Parental_ID 0.020 0.012 2.665 1 0.103 1.020 0.996 1.045 
 
a  DOB: Date of birth, MOM: Mother, DAD: Father0. Parental_ID: mother/father couple0. The 
variables sex and genotype (GEN) were replaced with a set of indicator variables to denote the 
presence or absence of category membership0. B is the un-standardised regression coefficient and 
its standard error (SE), its Wald test statistic value (Wald), the degrees of freedom (df), and the 
significance (Sig0.)0. Exp(B) for the covariate of interest is the predicted change of the hazard 
ratio for a unit increase in the predictor and the 95% confidence interval (CI) for exp (B)0. (n=112 
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Induction of p53-Dependent Senescence by the MDM2 Antagonist
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Abstract
Cellular senescence is emerging as an important in vivo anti-
cancer response elicited by multiple stresses, including cur-
rently used chemotherapeutic drugs. Nutlin-3a is a recently
discovered small-molecule antagonist of the p53-destabilizing
protein murine double minute-2 (MDM2) that induces cell
cycle arrest and apoptosis in cancer cells with functional p53.
Here, we report that nutlin-3a induces cellular senescence in
murine primary fibroblasts, oncogenically transformed fibro-
blasts, and fibrosarcoma cell lines. No evidence of drug-
induced apoptosis was observed in any case. Nutlin-induced
senescence was strictly dependent on the presence of func-
tional p53 as revealed by the fact that cells lacking p53 were
completely insensitive to the drug, whereas cells lacking
the tumor suppressor alternative reading frame product of the
CDKN2A locus underwent irreversible cell cycle arrest.
Interestingly, irreversibility was achieved in neoplastic cells
faster than in their corresponding parental primary cells,
suggesting that nutlin-3a and oncogenic signaling cooperate
in activating p53. Our current results suggest that senescence
could be a major cellular outcome of cancer therapy by
antagonists of the p53-MDM2 interaction, such as nutlin-3a.
[Cancer Res 2007;67(15):7350–7]
Introduction
The tumor suppressor p53 is among the most important anti-
tumoral defenses in mammalian cells. This is reflected by the fact
that the large majority of malignant tumors have acquired muta-
tions that impair the functionality of p53. All together, approxi-
mately half of all human malignancies harbor mutations in p53 (1).
The remaining tumors usually contain alterations in the two main
regulators of p53 stability [i.e., amplification of the negative p53
regulator murine double minute-2 (MDM2) or loss of the MDM2
inhibitor alternative reading frame product of the CDKN2A locus
(ARF); refs. 1–3]. In agreement with the high frequency of
aberrations in the ARF/MDM2 regulatory pair, we and others have
recently shown that ARF is critical in mice for p53-dependent
tumor suppression (4, 5).
The importance of ARF for p53-dependent cancer protection
suggests that ARF-mimicking drugs could have therapeutic activity
in p53-proficient cancers. Nutlin-3a was recently discovered as a
small molecule that binds MDM2 at the pocket used for interaction
with p53 (6–8). Hence, nutlin-3a prevents MDM2 from recognizing
p53 and, consequently, it results in stabilization of p53 and
activation of the p53 pathway. p53 is thought to acquire full tran-
scriptional activity by the concurrence of two effects: stabiliza-
tion, usually achieved by inhibition of MDM2, and posttranslational
modifications produced by stress signaling cascades (1). Cancer
cells, and even normal cells under in vitro culture conditions, are
subject to intrinsic and extrinsic stresses, generally presenting high
constitutive levels of DNA damage signaling; therefore, it is not
surprising that stabilization of p53 by nutlin-3a suffices to trigger
p53 transcriptional activity. Moreover, it is also possible that simple
stabilization of p53, in the absence of stress signaling, could be
sufficient to activate a p53 transcriptional response (9, 10). The
rationale for using MDM2 antagonists in cancer treatment is
twofold (8). First, malignant cells have constitutive stress signals,
particularly DNA damage signaling (11, 12), which presumably will
contribute to enhance the p53 activation upon treatment with a
p53-stabilizing drug. In this regard, additional infliction of damage
to tumor cells by standard genotoxic chemotherapy is known to
enhance the effects of nutlin (13–17). Second, normal cells, by
having intact checkpoints and low stress signaling, are thought to
undergo a mild and transitory p53-dependent cell cycle arrest
after treatment with nutlin, and this transient arrest, in fact,
may protect normal cells from the toxicity of standard chemo-
therapy (18, 19). The latter approach implies that nutlin, by
protecting normal tissues, could increase the therapeutic window
to standard chemotherapy even in the treatment of p53-deficient
tumors.
The study of the cellular responses elicited by nutlin has been
restricted mainly to cell cycle arrest and apoptosis; however, the
ability of nutlin to induce cellular senescence has remained unex-
plored. Cellular senescence is emerging as a particular type of cell
cycle arrest of high relevance for tumor suppression and chemo-
therapy response (20–23). Indeed, there are indications that sene-
scence may play an important role in tumor regression induced by
standard genotoxic chemotherapy (24, 25). Cellular senescence is
triggered by a multitude of stresses and, in general, it requires the
engagement of the Rb and p53 tumor suppressor pathways (26).
A main feature that distinguishes cellular senescence from other
forms of cell cycle arrest is the irreversibility of this phenomenon.
Full engagement of the Rb and p53 pathways results in chromatin
remodeling that includes the heterochromatinization of genes
important for proliferation (27–29). In this manner, cellular sene-
scence is a terminal stage that prevents further proliferation of the
cell, even if the initial causative stress is eliminated or transient.
As we have discussed elsewhere (22), the fact that senescent cells
are viable in vitro for long periods of time does not necessarily
imply a long-term residence time in the context of the organism.
In this regard, it has recently been shown that the induction of
Note: Supplementary data for this article are available at Cancer Research Online
(http://cancerres.aacrjournals.org/).
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tumor senescence by p53 is followed by clearance of the senescent
cells by the innate immune system, which results in tumor
regression (30, 31). Here, we have taken advantage of genetically
defined mouse cells, either primary or neoplastically transformed,
to examine the ability of nutlin-3a to induce senescence.
Materials and Methods
Cells and reagents. Mouse embryonic fibroblasts (MEF) from E13.5
embryos of wild-type (wt), ARF-null (32), p53-null (33), or p21-null (34)
genotype were obtained as previously described (35) and grown in the
presence of atmospheric oxygen and in DMEM (Invitrogen) supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS; Hyclone). In all experiments, low-passage
(<3 passages) MEFs were used. Oncogenic Ras (H-RasV12) was ectopically
expressed from vector pLPC-puro and cells were retrovirally transduced
following standard procedures (36). Infected cells were selected with
1.5 Ag/mL puromycin for 2 to 3 days as described (37). Murine fibrosarcoma
cell lines were obtained from tumors induced with 3-methyl-cholanthrene
as previously described (38). On observation of overt tumors, mice were
sacrificed and tumors were excised and processed as follows. The tumor
mass was immersed briefly in PBS with antibiotics. Small pieces of the
tumor mass were minced in DMEM plus 10% FBS with scissors and allowed
to attach to 60-mm-diameter dishes. Clonal cell lines were established from
tumor outgrowths after four to six passages. Nutlin-3a and nutlin-3b were
provided by Hoffman-La Roche, Inc..
Colony formation assays. Cells (104) were seeded in 10-cm-diameter
plates and treatment was initiated the following day by addition of nutlin-3a
or nutlin-3b (5 Amol/L). The drug was added only at the beginning of the
treatment. One week later, cells were fixed in paraformaldehyde and stained
with Giemsa. For reversibility studies, cells were exposed to the drug for
1 week, followed by another week in the absence of the drug.
Proliferation assays. Cells (5  104) were plated in 3.5-cm-diameter
plates and, 24 h later, 5 or 10 Amol/L of nutlin-3a or nutlin-3b was added.
For direct cell counting, attached cells were trypsinized and counted using
a Neubauer chamber slide. Reversibility was evaluated by exposing the cells
to the drug for variable periods of time, as indicated, followed by a recovery
period of 3 days in the absence of the drug. For S-phase and sub-G0-G1
quantification, both floating and attached cells were fixed in 70% ethanol,
resuspended in PBS, and treated with RNase A. Propidium iodide was added
to the cells and cell cycle profiles were analyzed by flow cytometry in a
FACScalibur instrument (BD Biosciences) and using the ModFit software
(Verity Software House).
Senescence-associated B-galactosidase staining. Cells (5  104) were
plated in 3.5-cm-diameter plates and treated for 1 week with nutlin-3a or
nutlin-3b (10 Amol/L). For senescence-activated h-galactosidase (SA-hGal)
staining, we used Senescence-hGal Staining Kit (Cell Signaling Technology)
following the manufacturer’s instructions.
Immunoblots. Whole-cell protein extracts were obtained using RIPA
buffer. For immunoblotting, we used the following primary antibodies: anti-
p53 (NCL-p53-CM-5p, Novocastra), anti–phospho-Ser18 p53 (Cell Signaling
Technology), anti-p21 (p21-C-19-G, Santa Cruz Biotechnology), anti-MDM2
(2A10, Abcam), and anti–h-actin (clone AC-15, Sigma). Protein levels were
visualized after incubation with the appropriate secondary antibodies
conjugated with horseradish peroxidase followed by detection with
enhanced chemiluminescence plus (Amersham).
Results
Nutlin-3a induces p53-dependent cell cycle arrest in pri-
mary MEFs. Normal primary MEFs have a limited proliferation
potential under standard culture conditions (i.e., 20% oxygen and
10% serum) due to the accumulation of oxidative and mitogenic
stress (39, 40). The main molecular barrier activated by ‘‘in vitro
culture’’ stress in murine fibroblasts is the ARF/p53 pathway and,
accordingly, ARF-null or p53-null MEFs have an indefinite
proliferative potential in culture (32, 41). Culture stress can be
evaluated by plating cells at low density and scoring their ability to
form colonies. We began our studies on nutlin by evaluating its
effect on colony formation. In the presence of nutlin-3a, primary
ARF-null MEFs lost their capacity to form colonies whereas p53-
null MEFs were completely insensitive (Fig. 1A). Wild-type MEFs,
as expected, could not form colonies either in the absence or
presence of nutlin-3a. To better define the antiproliferative effect
of nutlin-3a, we carried out short-term proliferation assays. Cell
proliferation was measured directly by cell counting (Fig. 1B)
and by cytometry to measure the proportion of cells in S phase
(Fig. 1C). Nutlin-3a was a potent proliferation inhibitor for wt and
ARF-null MEFs, whereas it had no effect on the proliferation of
p53-null MEFs. As a control, the enantiomer nutlin-3b, which has
150-fold less activity compared with nutlin-3a (7), did not affect the
proliferation of MEFs (Fig. 1B and C). Noteworthy, cell numbers for
wt and ARF-null MEFs remained essentially constant in the
presence of nutlin-3a, suggesting that the drug has a cytostatic
effect on these cells (see Fig. 1B). In this regard, cytometric
analyses did not show evidence of apoptosis in any of the
genotypes on prolonged exposure to nutlin-3a (data not shown).
The activation of p53 by nutlin-3a was confirmed by immunoblot
analysis that showed stabilization of p53, increased p53 phosphor-
ylation at Ser18, and increased levels of the p53 downstream targets
MDM2 and p21 (Fig. 1D). It is known that p21 is an important,
although not essential, mediator of p53-dependent cell cycle arrest
(42). In line with this, we observed that p21-null MEFs arrest
efficiently on treatment with nutlin (Supplementary Fig. S1A),
although the irreversibility of the arrest has slower kinetics
compared with wt MEFs (see below). Together, these results
indicate that nutlin-3a inhibits the proliferation of primary MEFs in
a p53-dependent manner.
Nutlin-3a induces p53-dependent arrest in MEFs expressing
oncogenic Ras. Primary ARF-null MEFs and p53-null MEFs are
permissive to Ras-driven proliferation, whereas wt MEFs undergo a
permanent proliferative arrest, termed oncogene-induced senes-
cence, which is dependent on the activation of the ARF/p53
pathway (43). We wondered whether the presence of oncogenic
signaling would affect the response of cells to nutlin. Primary MEFs
of different genotypes were retrovirally transduced with H-RasV12
and the resulting cells were tested for their sensitivity to nutlin.
The ability of ARF-null/Ras MEFs to form macroscopic colonies
was completely abrogated in the presence of Nultin-3a, whereas
p53-null/Ras MEFs were not affected by the presence of the
drug (Fig. 2A). As expected, wt/Ras MEFs were unable to form
colonies even in the absence of nutlin due to the activation of
oncogene-induced senescence. In short-term assays, the prolifer-
ation of ARF-null/Ras MEFs was completely blocked by nutlin-3a,
whereas p53-null/Ras MEFs proliferated in the presence of the
drug (Fig. 2B). On the other hand, Ras-infected wt or p21-null
MEFs had a severely impaired proliferation due to oncogenic stress,
and the residual proliferation disappeared in the presence of
nutlin-3a (see Fig. 2B and Supplementary Fig. S1B). As it was the
case with primary MEFs, the drug seemed to have a cytostatic
effect and no evidence of apoptosis was observed in any of the
Ras-expressing cells regardless of the functionality of the ARF/p53/
p21 pathway (data not shown). As shown in Fig. 2C , the sta-
bilization and activation of p53 was confirmed by immunoblot
analysis in MEFs after selection of retrovirally infected cells (i.e.,
before the onset of oncogene-induced senescence in wt/Ras MEFs).
A strong accumulation of p53 and phospho-Ser18 p53 was evident
in wt/Ras and ARF-null/Ras cells treated with nutlin-3a, together
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with increased levels of p21 and MDM2. In summary, we conclude
that nutlin-3a blocks Ras-driven proliferation of MEFs in a p53-
dependent manner.
Nutlin-3a induces p53-dependent senescence. The activation
of the p53 pathway, either by strong DNA damage or by oncogenic
stress, is known to result in an irreversible cell cycle arrest termed
senescence (44, 45). We asked whether the cell cycle arrest
produced by nutlin in primary MEFs and Ras-infected MEFs had
features of senescence. First, nutlin-3a induced a p53-dependent
morphologic change in primary MEFs (not shown) and in Ras-
infected cells (Fig. 3A, left), which is compatible with senescence
(i.e., large and flat cells). Moreover, both primary and Ras-infected
ARF-null MEFs treated with nutlin-3a became positive for the
widely used senescence marker SA-hGal (Fig. 3A, right ; ref. 46). As a
first approach to evaluate the irreversibility of the arrest induced by
nutlin, we carried out colony formation assays in which cells were
exposed to the drug for 1 week and then were incubated for an
additional week in the absence of the drug. Both primary and Ras-
infected ARF-null MEFs were unable to form colonies under these
conditions (Fig. 3B), suggesting that the arrest induced by nutlin is
irreversible after 1 week of exposure to the drug. To estimate the
minimal exposure time required to trigger an irreversible cell cycle
Figure 1. Nutlin-3a induces p53-dependent cell cycle arrest in primary MEFs. A, cells of the indicated genotypes were seeded and allowed to form macroscopic
colonies during 1 wk in the absence or presence of nutlin-3a (5 Amol/L); after this time, plates were fixed and stained (left ). The number of colonies was scored in
three independently derived MEFs for each genotype (right ). Columns, average; bars, SE. B, MEFs of the indicated genotypes were treated with nutlin-3a or nutlin-3b
(5 Amol/L) and the number of cells was counted at the indicated days. Points, average of three independent MEF preparations for each genotype; bars, SE.
Representative of a total of three assays. C, cells treated for 2 d with nutlin-3a or nutlin-3b (10 Amol/L) were used to quantify the proportion of cells in S phase by
cytometry using propidium iodide. D, immunoblot analysis of cells treated for 8 h with nutlin-3a or nutlin-3b (5 Amol/L).
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arrest, cells were treated for various time periods and then ob-
served for their ability to resume proliferation. In the case of
primary wt MEFs, 1 day of treatment was sufficient to produce an
irreversible arrest (Fig. 3C). ARF-null MEFs also underwent an
irreversible arrest but this required longer exposure time (4 days;
see Fig. 3C). As anticipated, p53-null MEFs were insensitive to
the drug. Finally, in the case of p21-null MEFs, complete irreversi-
bility was not achieved even after 4 days (Supplementary Fig. S1C),
which we interpret as evidence of the involvement of p21 in the
establishment of p53-dependent senescence. The same type of
analysis was done with Ras-expressing MEFs (Fig. 3D). Again, p53-
null/Ras MEFs were insensitive to nutlin, whereas ARF-null/Ras
MEFs turned out to be extremely sensitive. It is interesting to note
the difference between primary ARF-null and ARF-null/Ras MEFs
Figure 2. Nutlin-3a induces p53-dependent cell cycle arrest in Ras-infected MEFs. A, Ras-infected MEFs of the indicated genotypes were seeded and allowed to
form macroscopic colonies during 1 wk in the absence or presence of nutlin-3a or nutlin-3b (5 Amol/L); after this time, plates were fixed and stained (left ). The number
of colonies was scored in three independently derived MEFs for each genotype (right ). Columns, average; bars, SE. B, Ras-infected MEFs of the indicated
genotypes were treated with nutlin-3a or nutlin-3b (5 Amol/L) and the number of cells was counted at the indicated times. Points, average of two or three independent
MEF preparations for each genotype; bars, SE. Representative of a total of three assays. C, Ras-infected MEFs were treated for 24 h with nutlin-3a or nutlin-3b
(10 Amol/L) and the status of the p53 pathway was analyzed by immunoblot. Treatment with the drug was begun 1 d after selection of Ras-infected MEFs (for 2–3 d with
puromycin).
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Figure 3. Nutlin-3a induces p53-dependent senescence. A, left, representative photomicrographs of Ras-infected MEFs of the indicated genotypes after 3 d
in the presence of nutlin-3a or nutlin-3b (5 Amol/L). Note that ARF-null/Ras and p53-null/Ras cells present a typical neoplastic morphology, which in the case of
ARF-null/Ras cells is dramatically converted into a senescent morphology by nutlin-3a. Right , representative photomicrographs of primary ARF-null MEFs and
ARF-null/Ras MEFs stained with SA-hGal after treatment with nutlin-3a (10 Amol/L for 1 wk). B, cells of the indicated genotypes, either primary or Ras-infected,
as indicated, were seeded and incubated for 2 wks in the absence of drug (Control 2w ) or for 1 wk in the presence of the drug (5 Amol/L) followed by 1 wk in its
absence (Nutlin + 1w recovery ). After incubation, plates were fixed and stained. C, primary MEFs were treated with nutlin (10 Amol/L) for the indicated periods of
time (1, 2, or 4 d) followed by 3 d in the absence of the drug. Cells were counted at the end of the treatment with the drug as well as at the end of the 3-d recovery
period. Points, average of two or three independent MEF preparations for each genotype; bars, SE. Representative of a total of three assays. D, cells retrovirally
transduced with Ras were seeded and incubated in the same manner as in (C ). All the Ras-infected MEFs used in these experiments were treated with the drug the day
after selection (for 3 d with puromycin). The experiment was quantified and repeated as in (C ).
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with regard to the time required to achieve irreversibility. In the
case of ARF-null/Ras MEFs, the time for irreversibility was sig-
nificantly shortened compared with primary ARF-null MEFs (1 day
versus 4 days, respectively; see Fig. 3C and D). This differential
sensitivity to nutlin likely reflects a cooperative effect between the
drug and oncogenic Ras, the latter known to activate p53 by
multiple pathways including the generation of DNA damage (47, 48).
Nutlin-3a induces p53-dependent senescence in murine
fibrosarcoma cell lines. In the light of the previous results, we
wondered whether nutlin-3a would also be able to produce p53-
dependent senescence in fibrosarcoma cell lines. For this, we
generated primary fibrosarcomas in wt and ARF-null mice by
intramuscular injection of a well-known carcinogen, 3-methyl-
cholanthrene. The resulting fibrosarcomas were excised and used
to derive fibrosarcoma cell lines. The status of p53 was determined
by DNA sequencing to identify point mutations and by Northern
blot to identify those cases in which expression is completely lost
(not shown); similarly, the status of ARF was determined by
Northern blot to identify those fibrosarcoma cell lines that had
completely lost the expression of ARF (not shown). Based on these
analyses, we selected a total of seven cell lines (see Fig. 4A). Some
of these cell lines retained functional p53 but had lost the
expression of ARF (p53wt;ARFsilenced, line 1); others were generated
in ARF-null mice and retained functional p53 (p53wt;ARF/,
lines 2–4); and, finally, others lacked functional p53 (p53mut;ARFwt,
lines 5 and 7; p53mut;ARFsilenced, line 6). We evaluated the effect of
nutlin-3a in these malignant cells and found that the drug
selectively induced cell cycle arrest in the p53-proficient cell lines
(lines 1–4) but not in the p53-deficient cell lines (lines 5–7; Fig. 4A).
As another control, we also obtained fibrosarcoma cell lines from
p53+/ mice, which in all cases had lost p53 expression while
retaining ARF (i.e., p53/;ARFwt), and, as anticipated, these cell
lines were completely insensitive to the drug (data not shown).
Once more, apoptosis was not observed in any of the cell lines
evaluated (data not shown). Activation of the p53 pathway in the
p53-proficient cell lines was confirmed by immunoblot analysis
(Fig. 4B). After establishing that nutlin-3a induces p53-dependent
cell cycle arrest in murine fibrosarcoma cells, we wondered
whether this arrest had features of senescence. On exposure to
nutlin-3a, the four p53-proficient cell lines (lines 1–4) gave positive
Figure 4. Nutlin-3a induces p53-dependent cell cycle arrest in murine fibrosarcoma cell lines. A, murine fibrosarcoma cell lines were treated with nutlin-3a or
nutlin-3b (10 Amol/L) for 48 h and the percentage of cells in S phase was quantified. Columns, average of two independent determinations; bars, SE. *, statistically
significant. (P < 0.05) of nutlin-3a–treated cells with respect to the nontreated controls (Student’s t test). The status of p53 and ARF for each cell line is indicated
at the bottom (see text and part B of this figure). B, fibrosarcoma cell lines were treated with nutlin-3a or nutlin-3b (10 Amol/L) for 24 h and the levels of p53, MDM2, and
p21 were determined by immunoblot of total protein extracts.
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staining for SA-hGal, whereas the others (lines 5–7) remained
negative and maintained their neoplastic morphology (Fig. 5A).
More importantly, we evaluated the irreversibility of the drug-
induced arrest and we found that 2 days of treatment was sufficient
to produce a complete and irreversible arrest in most of the p53-
proficient cell lines (lines 1–3), with the only exception of line 4,
which required 4 or 6 days of treatment before undergoing
irreversible arrest (Fig. 5B). In summary, we conclude that, in
murine fibrosarcoma cell lines, nutlin-3a induces a strong and
irreversible arrest with features of senescence and in a manner that
is strictly dependent on the functionality of p53.
Discussion
Here, we have examined the response to nutlin-3a in a variety of
genetically defined mouse cells. Primary MEFs, oncogenically
transformed fibroblasts, and murine fibrosarcoma cell lines were
all shown to undergo a robust irreversible cell cycle arrest with
features of senescence on exposure to nutlin-3a. In all cases, the
induction of senescence was strictly dependent on the presence of
functional p53. Remarkably, as previously noted (6–8), the
proliferation of cells lacking p53 was essentially unaffected even
after long periods of exposure (1 week; see Figs. 1A and 2A). The
fact that primary p53-null fibroblasts were insensitive to the drug
further reinforces the concept that p53 is the only relevant target
of nutlin. In the case of oncogenically transformed ARF-null
fibroblasts, the exposure time required for irreversible cell arrest
(1 day; see Fig. 3E) was significantly shorter than the time required
in nontransformed primary ARF-null cells (4 days; Fig. 3D). In the
case of fibrosarcoma cell lines, the exposure time required for
irreversibility was more variable, but in three of four cell lines,
irreversibility was achieved after 2 days of drug treatment (Fig. 5B).
Figure 5. Nutlin-3a induces p53-dependent senescence in murine fibrosarcoma cell lines. A, representative photomicrographs of fibrosarcoma cells stained
with SA-hGal after treatment with nutlin-3a (10 Amol/L for 1 wk). B, the indicated fibrosarcoma cell lines were treated with nutlin-3a or nutlin-3b (10 Amol/L) for the
indicated periods of time (2, 4, or 6 d) followed by 3 d in the absence of the drug. Cells were counted at the end of the treatment with the drug as well as at the end of the
3-d recovery period.
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We interpret this as evidence of cooperation between nutlin and
oncogenic signaling in p53 activation. These results, derived from
direct comparison of primary and oncogenically transformed cells
of the same origin, provide a strong support to the notion that
MDM2 antagonists are more effective against cancer cells than
against normal cells.
It is noteworthy that no apoptosis was observed in any of the
cells of fibroblast origin used in our study. It has previously been
shown that normal fibroblasts are generally resistant to p53-
dependent apoptosis and usually undergo cell cycle arrest and/or
senescence after p53 activation. Our results indicate that this
property is retained in fibrosarcoma cell lines. Amplification of the
MDM2 gene and overexpression of the protein is particularly
frequent (f30%) in soft-tissue sarcomas (1). Moreover, it has been
shown that among p53-wt cancer cell lines, those that overexpress
MDM2 are the most sensitive to nutlin-3a treatment (49). This
observation has been interpreted as evidence that the over-
expression of MDM2 is the only alteration in the p53 pathway of
these cells, leaving intact other signaling cascades both upstream
and downstream of p53 (49). Determination of the status of
MDM2 and p53 is necessary to predict the response of tumors to
nutlin-based chemotherapy. In summary, it is reasonable to
speculate that tumor senescence may play an important role in
the chemotherapy of soft-tissue tumors with MDM2 antagonists
like nutlin-3a.
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Figure S1.  Nutlin-3a induces cell-cycle arrest in the absence of p21.  A.  (Left 
panel) Primary p21-null MEFs were treated with nutlin-3a or -3b (5 µM) and the 
number of cells was counted at the indicated days.  Data correspond to the average and 
s.e.m. of two independent MEF preparations per genotype.  (Right panel) Primary p21-
null MEFs were treated with nutlin-3a or -3b (5 µM) for 48 h and the percentage of 
cells in S-phase was quantified.  Values correspond to the average and s.e.m of two 
independent MEF preparations.  Asterisks indicate statistical significant changes with 
respect to the non-treated controls (Student´s t-test).  B.  p21-null/Ras MEFs were 
treated with nutlin-3a or -3b (5 µM) and the number of cells was counted at the 
indicated days.  Data correspond to the average and s.e.m. of two independent MEF 
preparations per genotype.  C.  Primary p21-null MEFs were treated with nutlin-3a or -
3b (10 µM) for the indicated periods of time (2 or 4 days) followed by 3 days in the 
absence of the drug.  Cells were counted at the end of the treatment with the drug, as 
well as, at the end of the 3-day recovery period.  Data correspond to the average and 
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Abstract
Recent studies in human fibroblasts have provided a new general paradigm of tumor suppression according to which
oncogenic signaling produces DNA damage and this, in turn, results in ATM/p53-dependent cellular senescence. Here, we
have tested this model in a variety of murine experimental systems. Overexpression of oncogenic Ras in murine fibroblasts
efficiently induced senescence but this occurred in the absence of detectable DNA damage signaling, thus suggesting a
fundamental difference between human and murine cells. Moreover, lung adenomas initiated by endogenous levels of
oncogenic K-Ras presented abundant senescent cells, but undetectable DNA damage signaling. Accordingly, K-Ras-driven
adenomas were also senescent in Atm-null mice, and the tumorigenic progression of these lesions was only modestly
accelerated by Atm-deficiency. Finally, we have examined chemically-induced fibrosarcomas, which possess a persistently
activated DNA damage response and are highly sensitive to the activity of p53. We found that the absence of Atm favored
genomic instability in the resulting tumors, but did not affect the persistent DNA damage response and did not impair p53-
dependent tumor suppression. All together, we conclude that oncogene-induced senescence in mice may occur in the
absence of a detectable DNA damage response. Regarding murine Atm, our data suggest that it plays a minor role in
oncogene-induced senescence or in p53-dependent tumor suppression, being its tumor suppressive activity probably
limited to the maintenance of genomic stability.
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Introduction
ATM plays an important role in tumor suppression as indicated
by the in vivo consequences of ATM deficiency both in human and
mice. In particular, genetic deficiency of ATM in humans is
responsible for the ataxia-telangiectasia syndrome characterized
by a high susceptibility to both DNA damage and cancer [1,2].
Mice genetically deficient in Atm present early onset of thymic
lymphomas [3–5], and enhanced susceptibility to a variety of
experimentally induced cancers, such as, mammary tumors, skin
tumors, B-cell lymphomas, intestinal tumors, and others [6–13].
At a molecular level, ATM is thought to contribute to cancer
protection through two main mechanisms. On one hand, ATM
acts locally at the sites of double-strand DNA breaks promoting
repair [14]; and, on the other hand, ATM activates p53, directly
or through its downstream effector kinase CHK2, promoting p53-
dependent responses, such as transient cell cycle arrest, senescence
or apoptosis [15,16]. Each of the above-mentioned activities of
ATM, namely, DNA repair and p53 activation, could contribute
independently to tumor suppression. The activation of p53 by
ATM has gained great relevance lately as a general tumor
suppressive mechanism after the proposal of a paradigm meant to
apply to the majority of cancers [17,18]. According to this model,
oncogenic signaling in emerging tumor cells induces per se sufficient
DNA damage to trigger p53-dependent oncogene-induced
senescence. This model is based on two main sets of evidences.
First, a variety of human tumors (including bladder, lung, breast
and colon tumors, as well as melanoma) at their earliest detectable
stages present molecular markers indicative of an ongoing DNA
damage response, including phosphorylated ATM [19,20].
Second, inactivation of individual components of the DNA
damage response, such as ATM, in cultured human fibroblasts
eliminates oncogene-induced senescence and renders these cells
permissive to oncogene-driven proliferation [21–23].
Previous work on murine models has put forward an alternative
model to explain oncogene-induced p53 activation, being its main
features that it is independent of DNA damage and that it places
Arf as the critical sensor of oncogenic signaling that mediates p53
activation [24,25]. This model is well supported by in vivo genetic
evidence in mouse cancer models. For example, Arf is essential for
PLoS ONE | www.plosone.org 1 May 2009 | Volume 4 | Issue 5 | e5475
the upregulation of p53 in pre-malignant skin tumors [26], for
p53-mediated tumor suppression in lymphomas and sarcomas
[27,28], and for oncogene-induced senescence during mammary
tumorigenesis [29,30]. Conceivably, this Arf-based model operat-
ing during murine tumorigenesis could coexist with an Atm-based
model similar to the one proposed in human tumorigenesis. To
test this possibility, we have examined genetically in mice the role
of Atm in oncogene-induced senescence and p53-dependent
tumor suppression. For this, we have used experimental systems
that are well suited to study oncogene-induced senescence and
p53-dependent tumor suppression. In this regard, it is important to
clarify that our experiments are not designed to address the well-
established role of Atm in tumor suppression through the
maintenance of genomic stability by DNA repair.
Results
Oncogenic signaling by Ras does not activate Atm in
mouse fibroblasts
It has been firmly established in human fibroblasts that
oncogenic Ras triggers DNA damage and activation of ATM
[21–23]. To test this in murine fibroblasts, we overexpressed
oncogenic H-Ras by retroviral transduction in wild-type primary
mouse embryo fibroblasts (MEFs) and we also activated with 4-
hydroxy-tamoxifen (OHT) an inducible endogenous allele of
oncogenic K-Ras [31]. In the case of overexpressed oncogenic H-
Ras, cells were analyzed 6 days post-infection when, as expected,
cells had a clear senescent morphology. In the case of endogenous
oncogenic K-Ras, cells continued proliferating, as previously
reported [31] and in agreement with the concept that oncogenic
signaling must reach a certain threshold before triggering
senescence [29]. Interestingly, neither endogenous nor ectopic
Ras signaling were able to activate a DNA damage response as
judged by the levels of phosphorylated Atm, Chk1 or H2AX
(Fig. 1A). To exclude the possibility that DNA damage signaling
could occur in a small subpopulation of Ras-expressing MEFs, we
used a sensitive automated immunofluorescence method that
allows quantifying the signal intensity of phosphorylated-H2AX
(cH2AX) in individual nuclei. Again, senescent cells overexpress-
ing oncogenic H-Ras did not present evidence of an ongoing DNA
damage response, not even in a minority of cells (Fig. 1B). These
results suggest that murine fibroblasts undergo Ras-triggered
oncogene-induced senescence in the absence of detectable DNA
damage signaling. This implies a fundamental difference between
human and murine fibroblasts with regard to their susceptibility to
activate DNA damage signaling secondary to oncogenic signaling
by Ras.
Figure 1. Lack of evidence for DNA damage signaling and
limited role of Atm in Ras-induced senescence in murine
fibroblasts. A. Immunoblots illustrating the phosphorylation status of
Atm, Chk1 and H2AX under different conditions: infection of early
passage primary MEFs with an empty vector or with H-RasV12
expressing retrovirus (analyzed 6 days post-selection when cells were
morphologically senescent), activation of an endogenous K-RasV12
allele with 4-hydroxy-tamoxifen (OHT), and finally controls of DNA
damage by replicative stress using hydroxyurea (HU 1 mM, 3 hrs) and
by DNA breaks using ionizing radiation (IR 3 Gy, 45 min). B.
Quantitative immunofluorescence of cH2AX in single cells from the
same populations analysed in part A using high-throughput microsco-
py. The average intensity of the population is indicated with a bar. Note
that upon replicative stress (HU) only the fraction of cells in S-phase
activate the DDR, while upon irradiation (IR) the entire population
activates the DDR. C. Immunoblots of the indicated proteins 6 days
after selection of cells retrovirally transduced with H-RasV12.
doi:10.1371/journal.pone.0005475.g001
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Atm-null fibroblasts undergo premature senescence due to their
high levels of reactive oxygen species and DNA damage [32,33],
thus precluding an analysis of oncogene-induced senescence.
Therefore, we restricted our analysis to the ability of oncogenic H-
Ras to activate p53 in the absence of Atm. Interestingly, both Arf
and p53 levels were increased in Atm-null MEFs upon overex-
pression of oncogenic H-Ras, in a manner indistinguishable from
wild-type MEFs (Fig. 1C). Moreover, Atm-null MEFs were not
permissive to H-RasV12-driven proliferation, either alone or in
combination with the cooperating oncoprotein E1a (Supplemen-
tary Fig. S1). Although, as mentioned above, the lack of
permissiveness to oncogene-driven proliferation could be due in
part to the intrinsic premature senescence of Atm-null MEFs.
Together, these results indicate that, in murine fibroblasts,
oncogenic Ras signaling activates p53 independently of Atm.
Atm is not necessary for senescence in K-RasV12-driven
lung adenomas
Lung tumorigenesis induced by endogenous oncogenic K-Ras
alleles faithfully recapitulates human lung adenocarcinoma [34],
and presents two characteristics of relevance for this study,
namely, tumorigenesis is suppressed by p53 [35,36] and it is
accompanied by a readily detectable senescence response at the
pre-malignant tumor stages [37]. Therefore, this is a well-suited
cancer model to evaluate in vivo the proposed role of Atm as a
general barrier to cancer, including lung cancer [19,20], through
the activation of oncogene-induced senescence [21,22]. Specifi-
cally, we used mice carrying the above-mentioned OHT-inducible
endogenous K-RasV12 allele [31]. The oncogenic allele is linked
to a LacZ reporter that allows detection of those cells in which the
oncogene has been activated by Cre-mediated excision upon
OHT. For simplicity, we will refer to these mice as ‘‘K-RasV12
mice’’. In the following paragraphs, we describe separately the
phenotype of Atm-heterozygous and Atm-nullizygous mice when
combined with the K-RasV12 allele activated by OHT at 1 month
of age.
Regarding Atm-null mice, these mice succumb to thymic
lymphomas at an early age [3–5] and we observed that the
presence or absence of the K-RasV12 allele did not affect survival
in an Atm-null context (Fig. 2A). Examination of moribund Atm-
null mice indicated that all of them, with or without K-RasV12,
developed thymic lymphomas with similar histopathological
characteristics (not shown). All the thymic lymphomas (n = 5)
examined from K-RasV12/Atm-null animals were positive for
LacZ (Supplementary Fig. S2; note that this staining is at pH 7
and does not produce cross-staining with senescence-associated b-
galactosidase, which is measured at pH 6). The above is an
interesting observation because expression of the K-RasV12
oncogene was achieved in ,8% of the cells of the thymus
(quantified in scanned photographs; see example in Supplemen-
tary Fig. S2). These observations suggest that those thymocytes
carrying the activated oncogene have a selective advantage
compared to the non-oncogenic ones. We conclude that K-
RasV12 has a modest impact on thymic lymphomagenesis driven
by Atm-loss, providing a selective advantage to the tumoral cells,
but without accelerating tumor onset.
In agreement with previous results [31], oncogenic activation of
K-Ras in 1-month old mice led to lung carcinogenesis with full
penetrance and death between 9 and 16 months of age.
Unexpectedly, Atm-heterozygosity did not diminish significantly
the survival of K-RasV12 mice when compared with their control
Atm wild-type mice (Fig. 2A; logrank test p=0.79) and histopath-
ological analyses confirmed that death was due to the presence of
multiple lung tumors.
Despite the previous negative data using Atm-heterozygous
mice, we reasoned that the role of Atm in K-RasV12-driven lung
tumorigenesis could perhaps be revealed in mice completely
deficient in Atm. For this, we sacrificed Atm-null and Atm-wt mice
carrying the activated K-RasV12 allele at 5 months of age
(4 months post-activation with OHT), when most Atm-null mice
had not developed yet frank lymphomas but lung tumors were
already present. Tumors were counted and grouped in 4 grades,
from adenomas (G1–G3) to adenocarcinomas (G4), according to
the classification of Johnson et al. [35]. Quantification of the
number of lesions indicated that the status of Atm had no
significant impact on tumor incidence (Atm-wt: 8.1 lesions/mouse;
Atm-null: 7.2 lesions/mouse; n = 15 per genotype). Interestingly,
histopathological analysis of more than 100 lesions per genotype
revealed that Atm-nullizygosity had a modest, albeit significant,
effect on tumor progression (Fig. 2B). This effect was restricted to
the pre-malignant stages with a ,50% decrease in G1 adenomas
and a ,50% increase in G3 adenomas in Atm-null mice compared
to their wt controls. At this time of analysis (5 months of age), no
significant differences were observed in the incidence of malignant
tumors (G4, adenocarcinoma) (Fig. 2B).
Next, we wondered whether, despite the modest effect of Atm-
deficiency on tumor progression, lung adenomas in Atm-null mice
had lost the senescence response characteristic of these tumors
[37]. Senescence was evaluated by the widely accepted marker
senescence-associated b-galactosidase (SAbGal; [38]). Remark-
Figure 2. Limited role of Atm in Ras-driven murine lung
tumorigenesis. A. Kaplan-Meier survival curves of the indicated mice
(n = 15 mice for each group). The inducible K-RasV12 allele was
activated with OHT when the mice were 1 month old. B. Quantification
of the different grades of lesions found in the lungs of K-RasV12/Atm-wt
and K-RasV12/Atm-null mice (15 mice per group, and a total of n = 121
and n= 108 lesions, respectively). Asterisks indicate statistical signifi-
cance of the Fisher’s test p,0.05.
doi:10.1371/journal.pone.0005475.g002
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ably, Atm-null adenomas presented a senescence response
comparable to Atm-wt adenomas (Fig. 3A; for whole lung
panoramic views see Supplementary Fig. S3). As previously
reported [37], adenocarcinomas were negative for SAbGal (see
example in Supplementary Fig. S3). Moreover, Atm-null adenomas
had the same proliferative index as Atm-wt adenomas (Fig. 3B),
thus indicating that Atm is not a barrier for the proliferation of
these pre-malignant lesions (apoptosis was essentially undetectable
in these lesions, not shown). These negative data prompted us to
evaluate whether the K-RasV12-driven adenomas had an ongoing
DNA damage response, however, we were unable to detect
cH2AX positive cells in the adenomas (Fig. 3C). Finally, as an
additional control, induction of the senescence mediator Arf was
readily detected in lung adenomas, but not in carcinomas (Fig. 3D),
further reinforcing the idea that oncogene-induced senescence in
this model occurs in the absence of DNA damage signaling.
Collectively, we conclude from the above data that senescence
at the pre-malignant stages of K-RasV12-driven lung tumorigen-
esis is not associated to a detectable DNA damage response and it
is independent of the status of Atm. Accordingly, the absence of Atm
has a modest impact on the pre-malignant stages of this
tumorigenesis model. It is conceivable that loss of function of
Atm could increase aggressiveness at later stages of tumorigenesis.
Limited role of Atm in protection from chemically-
induced fibrosarcomas
To further evaluate the role of Atm in a cancer model initiated by
DNA damage and under a strong control by p53-mediated tumor
suppression, we performed chemical carcinogenesis with the DNA
damaging agent 3-methyl-cholanthrene (3MC). This carcinogen
generates fibrosarcomas when injected intramuscularly in mice, and
tumors carry frequent oncogenic mutations in K-Ras or N-Ras
[28,39–41], together with a high incidence of p53 inactivation by
deletion or point mutation [41,42]. Confirming the relevant role of
p53 in the control of these tumors, we have previously shown that
the latency of 3MC-fibrosarcomas is highly sensitive to the activity
of p53. In particular, mice carrying three functional alleles of the
p53 gene (p53-super) have a 50% increase in p53 gene dosage
relative to wild-type mice (p53-wt), and this increase in p53 activity
translates into a significant delay in the latency of 3MC-
fibrosarcomas [43]. To evaluate the role of Atm in this in vivo assay
of p53-mediated tumor suppression, we performed the appropriate
crosses to compare p53-wt and p53-super in an Atm-null
background. As validation of our genetic system, we observed that
the short-term response of p53 to acute DNA damage (3h post-
irradiation) was abrogated in the absence of Atm, regardless of the
p53 gene dose; and, in the presence of Atm, the levels of p53 and p21
were directly associated to the p53 gene dose (Supplementary Fig.
S4). However, unexpectedly, the status of Atm did not affect the
latency of 3MC-fibrosarcomas neither in a p53-wt context nor in a
p53-super context (Fig. 4A; statistical analyses indicated in the
legend). The lack of effect of Atm is in contrast to the dramatic effect
of Arf, whose deficiency completely abrogates p53-mediated tumor
suppression in this cancer model without affecting the short-term
response to DNA damage [28] (see also Fig. 4A). Tumors from all
the genotypes (n= 5 per genotype) were characterized histologically
and all of them showed a strong constitutive DNA damage response
(,50% of cells positive for cH2AX), a high mitotic index (,50% of
cells positive for Ki67), and very low apoptosis (,1% of cells positive
for activated caspase-3) (Fig. 4B). Quantification of these markers
indicated that their prevalence was not affected by the status of Atm
(Fig. 4B). The presence of high levels of cH2AX in Atm-null tumors
indicates that other kinases from the Atm family are responsible for
the phosphorylation of H2AX, such as Atr or Dnapk. Of note,
tumors arising in Arf-null mice or in p53-super mice showed a
modest, albeit significant, decrease in the number of cH2AX-
positive cells (Fig. 4B).
We wondered whether Atm-nullizygosity, despite its lack of effect
on tumor latency, could relieve the selective pressure to inactivate
p53. For this, we examined the functional status of p53 in 3MC-
fibrosarcomas and in cell lines derived from these tumors.
Inactivation of p53 by point mutation generally renders p53
abnormally stable and readily detectable by immunohistochemis-
try, and results in undetectable levels of the p53-target p21. The
large majority of 3MC-fibrosarcomas produced in Atm-wt mice
(19/22= 86%, after combining p53-wt and p53-super) had an
immunohistochemical profile consistent a ‘‘p53 mutant’’ pattern
(i.e. p53-strongly positive & p21-negative; Table 1, see example in
Fig. 5A), thus confirming the strong pressure to inactivate p53 in
this cancer model. Importantly, a similar situation was observed in
the 3MC-fibrosarcomas generated in Atm-null mice, where the
majority (14/18= 78%) also had a ‘‘p53-mutant’’ pattern,
including those generated in a p53-super context (Table 1 and
Fig. 5A). In contrast to this and in agreement with our previous
data [44], tumors generated in Arf-null mice presented a ‘‘p53
functional’’ staining pattern (i.e. p53-weakly positive & p21-
positive; Table 1, Fig. 5A and see Supplementary Fig. S5 for a
nutlin-sensitivity assay), thus confirming that Arf-deficiency, in
contrast to Atm-deficiency, completely relieves the pressure to
inactivate p53.
To further substantiate the above observations, we examined
the functionality of p53. The cancer cell lines derived from wt or
Atm-null mice had constitutively high levels of p53 and essentially
undetectable levels of p21 both before and after ionizing radiation
(Fig. 5B, lanes 1–10), compatible with a mutant p53 status. We
wondered whether the 3MC-fibrosarcomas produced in wt mice
retained a normal response to DNA damage. As shown in Fig. 5B,
the phosphorylation of Chk2, Atm and H2AX shortly after
ionizing radiation was normal in representative lines from wt mice
(lanes 1,2,7–10) but, as expected, Chk2 phosphorylation was
absent in the fibrosarcomas from Atm-null mice (lanes 3–6).
Therefore, 3MC-fibrosarcomas derived from wild-type mice retain
an apparently functional Atm and DNA damage response, and
Atm-deficiency does not relieve the pressure to inactivate p53. The
cancer cell lines derived from Arf-null mice also had a normal
DNA damage response (Fig. 5B, lanes 11–14), but in sharp
contrast with those fibrosarcomas from wt or Atm-null mice, Arf-
null fibrosarcomas conserved a functional p53/p21 response to
DNA damage (lanes 11–14).
Finally, to seek evidence for an impact of Atm-deficiency in this
cancer model, we examined the level of genomic instability in the
different 3MC-fibrosarcoma cell lines described above. Consistent
with the well-established role of p53 in genomic stability, those
fibrosarcomas lacking functional p53 had high levels of chromo-
somal fusions (Table 2). To dissociate the impact of p53 and Atm
on genomic stability, we grouped the Atm-null cancer cell lines into
those with mutant p53 and those with functional p53 (treatment
with the MDM2 inhibitor nutlin confirmed the presence or
absence of functional p53, see Supplementary Fig. S6). Interest-
ingly, cancer cells deficient in Atm, but not in p53, had
significantly higher levels of chromosomal instability, particularly
fusions and aneuploidies, than the comparable Arf-null;p53-
functional cells (Table 2). In summary, these observations indicate
that the absence of Atm increases genomic instability, but it does
not relieve the pressure to inactivate p53 during cancer
development.
Collectively, we conclude that Atm plays a minor role in 3MC
carcinogenesis. In the absence of Atm, genomic instability is
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Figure 3. Lack of evidence for DNA damage signaling and limited role of Atm in senescent murine lung tumors. A. Representative
stainings of senescence-associated b2galactosidase (SAbGal) in lung cryosections from K-RasV12/Atm-wt and K-RasV12/Atm-null mice. The grade of
the tumor (G2 or G3) is indicated. See Supplementary Fig. S3 for panoramic views, including adenocarcinomas (G4, which are negative for SAbGal). B.
Examples of Ki67 stainings of lung adenomas from the indicated mouse genotypes and quantification (adenomas n= 4 for each genotype). Values
correspond to the average and standard deviation. C. Lack of detectable cH2AX staining in K-RasV12-driven lung adenomas. The bottom panel
shows a positive control of the lung from an irradiated wildt-type mouse (5 Gy, 45 min post-IR). D. Expression of Arf during K-RasV12-driven lung
tumorigenesis is specifically associated to the pre-malignant stages (adenomas, top), but not to the malignant ones (adenocarcinomas, bottom). Note
that some cells in the adenoma are Arf-positive and others are Arf-negative, consistent with the concept that not all the tumor cells of these lesions
are senescent, and indeed a fraction of cells are proliferating, as shown in part B.
doi:10.1371/journal.pone.0005475.g003
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Figure 4. Limited role of Atm in p53-mediated tumor suppression and DNA damage response in chemically-induced fibrosarcomas.
A. Mice of the indicated genotypes, wt (n = 15), p53-super (n = 16), Atm-null (n = 9), p53-super/Atm-null (n = 13) and Arf-null (n = 12), were injected
intramuscularly with 3-methyl-cholanthrene (3MC) and tumour development was monitored. Kaplan-Meier tumour-free curves were obtained and
statistical significant differences (logrank test) were found for wt vs. p53-super (p,0.005), Atm-null vs. p53-super/Atm-null (p,0.001) and Arf-null vs.
wt (p,0.0001). No significant differences were found for wt vs. Atm-null (p=0.11), or p53-super vs. p53-super/Atm-null (p=0.18). B. Quantification of
Tumor Suppression by ATM
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favored, yet neither the DNA damage response nor p53-mediated
tumor suppression are affected.
Discussion
The role of ATM in tumor suppression is solidly established and
attributed, at least in part, to its well-known function in DNA
damage repair. In addition to its function in guarding the genome,
ATM has been recently proposed to act as a general tumor
suppressor through its ability to activate p53 in response to
oncogenic stress and the subsequent induction of oncogene-induced
cellular senescence [17,18]. This model is mainly based on human
cultured fibroblasts where ATM plays an essential role in oncogene-
induced senescence [21–23]. In this work, we have attempted to
find in vivo supporting evidence for the role of ATM in p53-
dependent tumor suppression and in oncogene-induced senescence
using murine experimental systems, namely, Ras-induced senes-
cence in mouse embryo fibroblasts (MEFs), Ras-induced senescence
during lung tumorigenesis, and chemically-induced fibrosarcomas.
A first unexpected observation was the absence of a detectable
DNA damage response upon ectopic overexpression of oncogenic
H-Ras in MEFs, under conditions that resulted in upregulation of
Arf, stabilization of p53, and acquisition of a fully senescent
morphology. Given the absence of a detectable DNA damage
response elicited by oncogenic H-Ras, it was not surprising that
the stabilization of p53 in response to the oncogene was not
affected by the absence of Atm. Conceptually similar observations
were made in a more physiological model of oncogene-induced
senescence in which an inducible endogenous K-RasV12 allele
drives the development of adenomas (pre-malignant) and adeno-
carcinomas (malignant), being characterized the adenomas by a
strong senescence response [37]. Again, as in the case of MEFs, we
could not detect evidence of persistent DNA damage signaling in
the K-RasV12-driven adenomas, which were invariably senescent
as shown in [37] (Fig. 3C). Consistently with this, Atm deficiency
did not ablate the senescent response characteristically present in
lung adenomas. Interestingly, however, the absence of Atm had a
modest, albeit significant, effect in the degree of progression of
adenomas. In contrast to these data, ablation of Arf strongly
accelerates lung tumorigenesis driven by oncogenic K-RasV12
[45], and it eliminates oncogenic Ras-induced senescence during
mammary tumorigenesis [29,30]. Together, these results indicate
that oncogene-induced senescence in murine fibroblasts and lung
epithelial cells is not associated to an ongoing DNA damage
response and, therefore, activation of p53 and establishment of
senescence occur independently of Atm.
Based on the above data, we focused on a murine cancer model
initiated by a DNA damage agent (3-methyl-cholanthrene or
3MC), known to be highly sensitive to the activity of p53 [43], and
accompanied by a persistent DNA damage response (see Fig. 4B).
However, the absence of Atm did not impact on the kinetics of
tumor development, even under conditions able to detect a 1.5-
fold difference in p53 activity. Histopathological analyses of these
tumors indicated that the absence of Atm did not decrease the
persistent DNA damage response, which must be signaled by other
kinases of the Atm family, such as Atr or Dnapk. Importantly, the
absence of Atm did not relieve the strong selective pressure to
inactivate p53, further confirming that the tumor suppressor
activity of p53 in this cancer model is not regulated by Atm. These
results are in agreement with previous reports that also failed to
detect an impact of Atm on p53-mediated tumor suppression in
murine brain and skin cancers [46,47]. The absence of effect of
Atm on p53-dependent tumor suppression is in sharp contrast with
a number of reports where the absence of Arf essentially eliminates
p53-mediated tumor suppression and completely alleviates the
selective pressure to inactivate p53 in lymphomas, sarcomas and
skin tumors [26–28,48,49]. Moreover, the 3MC-fibrosarcomas
originated in Arf-null mice retained a functional response to DNA
damage, as judged by the phosphorylation of Atm and H2AX, as
well as, by the stabilization of p53 and the induction of p21 upon
irradiation (Fig. 5B). In summary, in this cancer model initiated by
a DNA damage agent and associated to persistent DNA damage,
the absence of Atm does not have a detectable effect on DNA
damage signaling or on p53-dependent tumor suppression. Finally,
and interestingly, we found that Atm-null fibrosarcomas were
characterized by high levels of chromosomal instability (Table 2),
thus testifying to the known role of Atm in genome stability.
It is critically important to emphasize that our data do not
negate a tumor suppressor role for ATM, which is solidly
established both in human and mice (see Introduction), but
question the generality of the model proposed for ATM as a
critical mediator of p53-activation and senescence in response to
oncogenic signaling [17,18]. This model is mainly based on the
behavior of human fibroblasts in vitro and it does not seem to apply
to the three murine experimental systems analyzed here, namely,
oncogene-induced senescence in fibroblasts and during lung
tumorigenesis, and p53-mediated tumor suppression during
carcinogenesis initiated by a DNA damage agent. By large, the
molecular biology of human and murine cancer seem to follow the
same mechanistic paradigms, however, it is conceivable that ATM
is an exceptional case playing a major tumor suppression role in
human cancer, but not in murine cancer.
Materials and Methods
Ethics statement
Mice were treated in accordance with the Spanish Laws and the
Guidelines for Humane Endpoints for Animals Used in Biomed-
ical Research.
the persistent DNA damage response (cH2AX), proliferation (Ki67), and apoptosis (activated caspase-3) in 3MC-fibrosarcomas generated in mice of
the indicated genotypes. Quantifications are relative to the 3MC-fibrosarcomas in wild-type mice. Values correspond to the average and standard
deviation (n = 5 per genotype). Examples of the immunostainings are shown in the panels at the right.
doi:10.1371/journal.pone.0005475.g004









Atm-wt;p53-wt 10/10 9/10 1/10
Atm-wt;p53-super 12/12 10/12 1/12
Atm-null;p53-wt 7/7 7/7 0/7
Atm-null;p53-super 8/11 b 7/11 3/11
Arf-null n.a. 1/9 7/9
aMost tumors strongly positive for p53, lacked p21 expression (reflecting a non-
functional mutant p53); and, tumors negative or weakly positive for p53, had
detectable p21 (reflecting a functional p53)
bThe few tumors that lacked Arf were negative or weakly positive for p53
(reflecting a functional p53)
doi:10.1371/journal.pone.0005475.t001
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Cells and mice
K-RasV12;Atm-null mice were obtained by crossing transgenic
mice carrying a tamoxifen-inducible Cre and a Cre-inducible K-
RasV12 endogeneous allele [31] with Atm-null mice [4]. Activation
of the Cre-inducible K-RasV12 was performed in 1-month old
mice by injection of tamoxifen as previously described [31]. Arf-
null mice [50] and p53-null mice [51] were previously described.
Mice were housed under standard conditions at the serum-
pathogen free facility of the Spanish National Cancer Research
Centre (CNIO). Upon signs of morbidity or when required, mice
were euthanized. Mouse embryo fibroblasts (MEFs) were obtained
from E13.5 embryos as previously described [52] and grown in
Dulbecco’s Minimum Essential Media (DMEM, Invitrogen,
Grand Island, NY, USA) supplemented with 10% FBS (Hyclone,
Logan, UT). MEFs were grown in 3% oxygen to minimize
premature senescence of Atm-deficient cells. In all experiments
with MEFs, low passage (less than 3 passages) MEFs were used.
Oncogene-induced senescence in MEFs
Cells were retrovirally transduced following standard proce-
dures using constructs based on the vector pBabe-puro (Fig. 1A) or
pLPC-puro (Fig. 1C and Suppl. Fig. S1) and expressing oncogenic
Figure 5. Absence of Atm does not relieve the selective pressure to inactivate p53 during chemical carcinogenesis. A. Representative
images of 3MC-fibrosarcomas immunostained for Arf, p53 and p21 (see also Table 1). The upper and middle rows are representative of the large
majority of fibrosarcomas developed in wild-type (upper) and Atm-null (middle) mice, which are consistent with a mutant p53 (i.e. strongly positive
for p53 and negative for p21). The lower row is representative of the fibrosarcomas developed in Arf-null mice, which are consistent with a functional
p53 (i.e. very weakly positive for p53 and positive for p21). B. Examples of cancer cell lines established from 3MC-fibrosarcomas (each line derives
from an independent fibrosarcoma). The genotype of the mice where the 3MC-fibrosarcomas were generated is indicated, as well as, the status of
p53 as determined by a nutlin-sensitivity assay (see Supplementary Figures S5 and S6). Cell lines were exposed to 10 Gy and protein extracts were
obtained 1h and 24h after irradiation. The levels of the indicated proteins were determined by immunoblotting using b-actin as loading control.
doi:10.1371/journal.pone.0005475.g005
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Ras (H-RasV12) or E1a/IRES/H-RasV12 [53]. Infected cells were
selected with 1.5 mg/ml puromycin for 2–3 days as described [54].
Cell extracts were prepared 6 days post-selection. MEFs carrying a
tamoxifen-inducible K-RasV12 allele were also used [31].
Quantification of DNA damage by quantitative immunofluores-
cence of single cells was performed as described [55]. Briefly, cells
were grown on mCLEAR-bottom 96-well dishes (Greiner Bio-One)
and analyzed on a BD Pathway 855 BioImager (Beckton
Dickinson). Image analysis was performed with the AttoVision
software (Beckton Dickinson). All the images for quantitative
analyses were acquired under nonsaturating exposure conditions.
Tumor induction and establishment of fibrosarcoma cell
lines
For fibrosarcomagenesis, 2–4 mo old animals were injected
intramuscularly in one of the rear legs with 1 mg of 3-methyl-
cholanthrene (Sigma) dissolved in corn oil, and tumor develop-
ment was followed, as previously described [43]. Mouse
fibrosarcoma cell lines were obtained from tumors as previously
described [43]. Briefly, the tumor mass was rinsed in phosphate-
buffered saline (PBS) with antibiotics and then minced with razor
blades into small pieces that were placed in 100-mm diameter
dishes in the presence of DMEM/10% FBS. Cell lines were
established from tumor outgrowths after four to six passages. Cells
were plated in 3.5-cm diameter plates and, the following day, were
irradiated with 10 Gy at 1.94 Gy/min in a Shepherd Mark 1–30
irradiator.
Metaphase analyses
Exponentially growing cells were incubated with 0.1 mg/ml
colcemide (Gibco, Invitrogen, Paisley, UK) for 2 h at 37uC and
then fixed in methanol:acetic acid (3:1). Metaphases were spread
in acetic acid 45%. Chromosome number, fragments and fusions
were analyzed in at least 50 metaphases per cell line.
Immunoblots and immunohistochemistry
Whole-cell protein extracts were obtained using RIPA buffer.
For immunoblotting, we used the following primary antibodies:
anti-p53 (NCL-p53-CM-5p, Novocastra; and 1C12, Cell Signaling
Technology), anti-p21 (p21-C-19-G, Santa Cruz Biotechnology),
anti-total-Atm (NB100-220, Novus Bio), anti-phospho-Ser1981-
Atm (Atmp1981, 200-301-400, Rockland Biochemicals), anti H-
Ras (clone 18, BD Biosciences), anti-Arf (Ab80-100, Abcam; and
5-C3-1, Santa Cruz Biotechnology), anti-Chk2 (05-649, clone 7,
Upstate), anti-phospho-Chk1 (2341, Cell Signaling Technology),
anti-cH2AX (05-636, Millipore), and anti-b-actin (clone AC-15,
Sigma). Protein levels were visualized after incubation with the
appropriate secondary antibodies conjugated with HRP followed
by detection with ECL Plus (Amersham) or conjugated with
fluorescein followed by detection with Oddysey (Li Cor
Biosiences).
For immunohistochemistry, formalin-fixed paraffin-embedded
tumor samples were incubated with the following antibodies: anti-
Ki67 (TEC-3, DAKO), anti-cH2AX (clone JBW301, Upstate),
anti-Caspase 3 active (R&D Systems), anti-Arf (5-C3-1, Santa
Cruz Biotechnology), anti-p53 (NCL-p53-CM-5p, Novocastra),
and anti-p21 (p21-C-19-G, Santa Cruz Biotechnology). For
quantification, 10 high power fields (406) were randomly chosen
under the microscope and the total number of positive cells was
counted for each tumor.
SA-b-Galactosidase activity. SA-b-Galactosidase activity
was evaluated using the ‘‘Senescence-bGal Staining Kit’’ (Cell
Signaling Technology) following the manufacturer’s instructions in
OCT-embedded lung sections. Stained slides were subsequently
stained with nuclear fast red.
Supporting Information
Figure S1 Atm-deficiency does not render MEFs permissive to
H-RasV12-driven proliferation A. Primary mouse embryo fibro-
blasts (MEFs) of the indicated genotypes were retrovirally
transduced with H-RasV12 and 2000 cells were seeded in 10-cm
diameter plates. After 2 weeks, cells were fixed and stained and
colonies were counted. All incubations were done in low oxygen
(3%). Top, quantification; bottom, representative plates. B. Same
as in A but after retroviral transduction of cells with oncoviral
protein E1a and H-RasV12.
Found at: doi:10.1371/journal.pone.0005475.s001 (0.34 MB TIF)
Figure S2 Expression of K-RasV12 provides a selective
advantage for T-lymphomagenesis in Atm-null mice. Left,
representative LacZ staining of the thymus 2 days after activation
of the K-RasV12 allele by tamoxifen (the oncogenic allele is linked
with an IRES to LacZ). Quantification indicates that approxi-
mately 8% of the cells are LacZ-positive. Right, representative
image of a thymic lymphoma from a K-RasV12;Atm-null mouse.
A total of 5 lymphomas were analyzed and all of them were
strongly positive for LacZ.
Found at: doi:10.1371/journal.pone.0005475.s002 (0.20 MB TIF)
Figure S3 In vivo senescence in K-RasV12-driven lung
adenomas is not affected by the status of Atm. Complete lung
Table 2. Chromosomal instability in 3MC-fibrosarcoma cell lines.
Genotype of









Atm-wt mutant 1.262.4 56620 1.461.8 294 (5)
Atm-null mutant 2.4612.0 85622 14.0666.0 111 (2)
Atm-null b functional 1.567.5 d 74634 d 1.967.5 109 (2)
Arf-null functional 0.0960.41 d 31613 d 1.066.0 287 (5)
aThe functional status of p53 in the fibrosarcoma cell lines was determined by examining the levels of p53 and p21 upon cIR, both by immunohistochemistry (Fig. 5A)
and immunoblotting (Fig. 5B), as well as, by their susceptibility to cell cycle arrest upon treatment with nutlin (Supplementary Fig. S5 and S6).
bThese Atm-null lines with functional p53 correspond to a minority of the 3MC-fibrosarcomas produced in Atm-null mice, which by large have mutant p53 (see Table 1
and Fig. 5B). Only two lines were obtained that retained functional p53 (Supplementary Fig. S6): one derived from an Atm-null;p53-super mouse and the other one
from an Atm-null;p53-wt mouse.
cAneuploidies correspond to metaphasases with chromosome numbers different from 4061 or 8062.
dStatistical comparison (t-test) between Atm-null(p53-functional) and Arf-null(p53-functional): metaphases with fusions, p=0.04; aneuploid cell lines, p= 0.06.
doi:10.1371/journal.pone.0005475.t002
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sections at low magnification stained with senescence-associated b-
galactosidase (SAbGal) and nuclear fast red. Slides were examined
blindly by an expert pathologist, Dr. Marta Can˜amero (CNIO),
who determined the grade of the tumors. All the adenomas (grades
G1 to G3) were positive for SAbGal. The lung in the right side
contains an adenocarcinoma that is shown at high magnification
below. Adenocarcinomas (grade 4) presented a very weak SAbGal
staining.
Found at: doi:10.1371/journal.pone.0005475.s003 (0.43 MB TIF)
Figure S4 The short-term response of the lung to DNA damage
is eliminated in the absence of Atm and it is enhanced in the
presence of an extra allele of p53. Mice of the indicated genotypes
were irradiated and protein extracts were prepared from their
lungs 3 h post-IR. The antibody used for phospho-Ser18-p53 was
from Cell Signaling (#9284S).
Found at: doi:10.1371/journal.pone.0005475.s004 (0.12 MB TIF)
Figure S5 Arf-deficiency relieves the selective pressure to
inactivate p53 in 3MC-fibrosarcomas (nutlin-sensitivity assay).
Fibrosarcoma cell lines obtained from the wt or Arf-null mice were
treated with 10 mM of the active enantiomer of nutlin (nutlin-3a,
N3a) or with the inactive enantiomer (nutlin-3b, N3b). Nutlin
activates p53 by inhibiting MDM2. After 48 h, cells were fixed
and the proportion of S-phase cells was determined by flow
cytometry. All the fibrosarcoma cell lines derived from wt mice did
not respond to N3b, thus indicating that p53 was not functional; in
contrast, all but one cell lines derived from Arf-null mice
responded to N3b by strongly decreasing proliferation.
Found at: doi:10.1371/journal.pone.0005475.s005 (0.07 MB TIF)
Figure S6 Identification of Atm-null fibrosarcoma cell lines
retaining functional p53 (nutlin-sensitivity assay). The large
majority of 3MC-fibrosarcomas from Atm-null mice lacked
functional p53 (see Table 1), however, two Atm-null cell lines
were identified that retained a functional p53. These cell lines, #2
and #3 in the figure, responded to 10 mM nutlin (racemic
mixture) by undergoing cell cycle arrest as measured by flow
cytometry 48 h after treatment.
Found at: doi:10.1371/journal.pone.0005475.s006 (0.06 MB TIF)
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